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Weiterer Beitrag zur Kenntnis der bei der partiellen Hydrolyse 
von Proteinen entstehenden Spaltprodukte. 
Von 
Emil Abderhalden. 





' (Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1911.) 


Wird Seidenfibroin mit 70°/oiger Schwefelsiure vier Tage 
bei 25° aufbewahrt, dann erhalt man nach der Entfernung der 
Schwefelsiiure mit Baryt regelmébig d-Alanyl-glycin. Dieser 
Befund wurde zunachst bei der partiellen Hydrolyse von italie- 
nischem Seidenfibroin erhoben.!) Neuerdings gelang die 
Darstellung von d-Alanyl-glycin auf dem gleichen Wege auch aus 
Fibroin der degommierten Canton-Seide und der Bengal- 
Seide. 

1. Canton-Seide: 

0,1167 g Substanz verbrauchten 16,2 ccm !/10-n-Schwefelsaure. 
0,1172 » > gaben 0,1762 g CO, u. 0,0738 g H,O. 

Berechnet fiir C;H,,.N,0,: 41,07°/o C, 6,90°/o H, 19,18%/o N. 
Gefunden : 41,00°/o C, 6,99°/o H, 19,45°/o N. 

0,4730 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Lisung 5,3434 g. a im 1 dm-Rohr +- 4,14°. [a],, = ++ 46,7°. 

Bengal-Seide: 

11,77 mg Substanz gaben 17,78 mg CO, u. 6,87 mg H,O, 
12,30 » » » 18,59 » > » 7,53 » » 
0,1201 g Substanz verbrauchten 16,6 ccm !/10-n-Schwefelsiure. 
Berechnet fiir C,N,,N,0;: 
41,07°}o C, 6,90°/o H und 19,18 °%/o N. 
Gefunden: 
41,20°%/o C u. 41,22°/o C; 6,53°/o H u. 6,85°/o H; 19,35°/o N. 

') Vgl. Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag usw. Diese Zeit- 

schrift, Bd. LXV, S. 417, 1910. 
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2 Emil Abderhalden, 


Die C- und H-Bestimmungen verdanke ich der Freund- 
lichkeit von Herrn Prof. Pregl. 

0,2122 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Léosung 2,0411 g. d = 1,031. a = 5,20° nach rechts im 1 dm- 
Rohr bei Natriumlicht. [a],?, = -+ 49,47°. 

Der Schmelzpunkt beider Dipeptide lag hoher, als er bei 
den friiher gewonnenen Priparaten gefunden worden ist, nim- 
lich gegen 250°, nachdem bei 245° Sinterung eingetreten 
war. Wir fanden diesen hohen Schmelzpunkt nur bei Pri- 
paraten, die aus 50°/oigem Alkohol in grofen, derben Krystallen 
sich abgeschieden hatten, wiihrend die aus Wasser durch 
starkes Einengen gewonnene Substanz gegen 240° sich zer- 
setzte. Eine iihnliche Beobachtung machten wir auch beim 
d-Alanin, das sich in sehr grofen Krystallen ziichten labt. 


Das aus der Canton-Seide und das aus der Bengal-Seide 
gewonnene Dipeptid wurden vollstaindig hydrolysiert. Es konnten 
nur Alanin und Glykokoll in fast genau den auf das Dipeptid 
Alanyl-glycin berechneten Mengen nachgewiesen werden. Zur 
Trennung des Glykokolls vom Alanin benutzten wir die Schwer- 
loslichkeit des Glykokollpikrates (Levene). Auch die Spaltung 
mit Hefeprefsaft gab identische Werte, wie im Vergleichs- 
versuch mit synthetisch dargestelltem d-Alanyl-glycin. 


Die Ausbeuten an d-Alanyl-glycin sind schwankende. Wir 
haben es bei der Darstellung des Seidenpeptons nach unserer 
Vorschrift nie vermiBt. 

Aus den Mutterlaugen der Seidenpeptonfiillungen konnte 
neben dem d-Alanyl-glycin ein Tyrosin enthaltender Korper 
nachgewiesen werden. Er _ beeintrichtigte die Ausbeute an 
dem genannten Dipeptid. Wir beobachteten diese zunichst 
meist amorphe Substanz fast immer beim Einengen der wiasserig- 
alkoholischen Mutterlauge des d-Alanyl-glycins. Wir hielten sie 
zunichst fiir Glycyl-l-tyrosin, weil wir dieses Dipeptid auch 
in den Mutterlaugen des Seidenpeptons gefunden hatten. In 
der Tat konnten wir auch wiederholt dieses Dipeptid von den 
amorphen Fiallungen abtrennen. Immer blieb jedoch eine leichter 
losliche, meist gallertig aussehende Substanz iibrig, die mit 

















Uber bei der Hydrolyse von Proteinen entstehende Spaltprodukte. 3 


Millons Reagens Rotfarbung gab. Es ist nun nach zweijiih- 
riger ununterbrochener Arbeit gegliickt, diese Substanz nach 
ihrer Zusammensetzung vollstiindig aufzukliiren. Ihre Eigen- 
schaften, ihr Molekulargewicht, ihre Zusammensetzung und alle 
sonstigen Daten stehen im Einklang mit den entsprechenden 
Werten und Befunden, wie sie bei dem synthetisch gewonnenen 
Tripeptid d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin von Emil Fischer!) 
angegeben worden sind. Eine Differenz findet sich nur im 
Drehungsvermégen. Das durch partielle Hydrolyse gewonnene 
Priparat zeigt ein hOheres Drehungsvermégen als das synthe- 
tisch dargestellte Tripeptid. Ferner ist es gegliickt, das ana- 
lytisch dargestellte Praparat zu krystallisieren, wihrend das 
durch Synthese gewonnene Tripeptid bis jetzt allen Versuchen, 
es in Krystallform zu bringen, trotzte. Es ist wohl mioglich, 
daf das durch partielle Hydrolyse gewonnene Tripeptid optisch 
reiner ist, als das synthetisch dargestellte, und dafi darauf 
die gréBere Tendenz, zu krystallisieren, beruht. 

Das d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin ist das erste Tri- 
peptid, das aus einem Protein durch partielle Hydro- 
lyse gewonnen worden ist. Vielleicht stellt es eine weitere 
Abbaustufe des von Emil Fischer und mir aus Seidenfibroin 
gewonnenen Tetrapeptids — bestehend aus I-Tyrosin, d-Alanin 
und zwei Molekiilen Glykokoll — dar.) Die Erfahrungen, die 
wir bei der Gewinnung und Identifizierung des genannten Tri- 
peptids gemacht haben, zeigen, dafi es mit den zurzeit zur 
Verfiigung stehenden Methoden fast unmdglich ist, komplizierter 
gebaute Abbauprodukte aus Eiweifi nach jeder Richtung in 
ihrer Zusammensetzung und vor allem in ihrem Aufbau ein- 
deutig aufzukliren. Schon das genannte Tripeptid bereitete 
groBe Schwierigkeiten. Es war zufalligerweise gegliickt, das 
Tripeptid vor zwei Jahren in Form von Krystallen abzuscheiden. 





') Emil Fischer, Synthese von Polypeptiden. XXI. Derivate des 
Tyrosins und der Glutaminséure. Ber. d. Deutsch. chem. Gesellschaft, 
Jg. XL, S. 3704, 1907. 

*) Emil Fischer und Emil Abderhalden, Bildung von Poly- 
peptiden bei der Hydrolyse der Proteine. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Jg. XL, S. 3545, 1907. 
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{ Emil Abderhalden, 


Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 1g. Nach dem Umkry- 
stallisieren verblieben noch 0,8 g. Hiermit wurde eine Drehungs- 
bestimmung und eine vollstandige Analyse ausgefiihrt. Letztere 
sab sehr gut auf das genannte Tripeptid stimmende Werte. 
Mit diesen Befunden allein lieB sich natiirlich eine Identifizierung 
des Priiparates nicht vornehmen. Wir haben nun systematisch 
alle Seidenpeptonmutterlaugen aufgearbeitet. Wir hielten uns 
an die kiirzlich gegebene Vorschrift bei der Gewinnung des 
Peptons.!) Seidenabfiille wurden mit der fiinffachen Menge 
70° /oiger Schwefelsiiure tibergossen. Nach viertiégigem Stehen 
wurde die Schwefelsiiure mit Baryt entfernt. Das Filtrat vom 
Baryumsulfat wurde dann unter vermindertem Druck bis zum 
Sirup verdampft. Diesen trugen wir in absoluten Alkohol ein. 
Die Fillung wurde abgesaugt und das Filtrat eingeengt. Aus 
dieser Mutterlauge schieden sich nach mehrtégigem Stehen, oft 
auch innerhalb weniger Stunden, Krystalle von d-Alanyl- 
glycin ab. Von diesen wurde abfiltriert. Sie waren meist 
analysenrein. Bei weiterem, freiwilligem Verdunsten folgten 
dann regelmibig weitere Krystallabscheidungen. Sobald sich 
solehe zeigten, wurde filtriert. Die Krystalle priiften wir stets 
mit Millons Reagens und ferner mit Kupfersulfat und Natron- 
lauge. Solange weder Rotfirbung auftrat, noch Biuretprobe 
sich zeigte, setzten wir die Verarbeitung in gleicher Weise 
fort, um mOglichst viel d-Alanyl-glycin zu gewinnen. Die weiteren 
Krystallisationen waren meist sehr derb und gelb gefarbt. In 
einigen Fiaillen folgte der Abscheidung des d-Alanyl-glycins 
Krystallisation von Glycyl-l-tyrosin und in einem Falle glauben 
wir auch, d-Alanyl-l-tyrosin beobachtet zu haben. Die 
letztere Verbindung ist noch nicht nach jeder Richtung sicher 
gestellt. Es fehlt noch die totale Hydrolyse. Auch gab die 
Analyse keine ganz scharfen Werte. Das Drehungsvermogen 
und das Molekulargewicht stimmen dagegen gut auf das er- 
wiihnte Dipeptid. Leider sind wir diesem Dipeptid bis jetzt 
nicht mehr begegnet. 


') Vgl. Emil Abderhalden und Eugen Steinbeck, Weitere 
Untersuchungen iiber die Verwendbarkeit des Seidenpeptons zum Nachweis 
proteolytischer Fermente. Diese Zeitschrift, Bd. LXVIII, S. 312, 1910. 
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Sobald die Abscheidungen Millons Reaktion gaben, 
filtrierten wir nicht mehr so oft. Beim Abnutschen verdampft 
stets ein Teil der LOsung in kurzer Zeit. Dabei scheiden sich 
dann in der Saugflasche amorphe Massen ab. Diese lassen 
sich nur schwer trennen. Die besten Resultate erhielten wir, 
wenn wir das Filtrat, sobald méglichst alles d-Alanyl-glycin 
durch Krystallisation entfernt war, ganz langsam verdunsten 
lieBen. Wie schon erwiihnt, erhielten wir gleich bei einer der 
ersten Aufarbeitungen der Mutterlaugen von d-Alanyl-glycin 
eine krystallinische Substanz. Sie sah kornig-pulverig aus. 
Unter dem Mikroskop zeigten sich feine Nédelchen. Die Kry- 
stalle waren luftbestiindig und zeigten die Zusammensetzung 
eines aus Glykokoll, Alanin und Tyrosin bestehenden Tripeptids. 

0,2310 g Substanz gaben 0,4618 g CO, und 0,1325 g H,0. 

0,1012 » » verbrauchten 9,6 eem !/10-n-Schwefelsiiure. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N, (309,2): 

54,34°/o C, 6,19%/o H, 13,59%/o N. 
Gefunden: 54,52°/o C, 6,387°/o H, 13,45°/o N. 

0,2202 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 

Lésung 2,205 g. a = 4,5° nach rechts im 1 dm-Rohr bei 
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Natriumlicht. [a], = -++ 45,1°. 

Die Substanz fing bei 135° an sich schwach gelb zu 
fiirben. Bei weiterem Erhitzen trat bei 145° Aufschiiumen ein. 
Der Schaum fiirbt sich dann intensiver gelb und wird bei 185° 
braun. Millon und Biuretprobe positiv. 

Hiitten wir keine aus Tyrosin, Glykokoll und Alanin 
aufgebaute Polypeptide gekannt, dann wiire es ganz unmdg- 
lich gewesen, das isolierte Produkt auch nur vermutungs- 
weise zu identifizieren. Bekannt sind bis jetzt die beiden 
Tripeptide d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin') und Glycyl-d- 
alanyl-l-tyrosin.*) Von diesen dreht das erstere 41,9° nach 
rechts, das letztere 4,83° nach links. Das letztere Tripeptid 


') Emil Fischer, I. c. 

2) Emil Abderhalden und Alfred Hirszowski, Synthese von 
Polypeptiden. Derivate des Glykokolls, d-Alanins, I-Leucins und |-Tyrosins. 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XLI, S. 2840, 1908. 








6 Emil Abderhalden, 


kommt somit nicht in Betracht. Es wire denkbar, dafi unter 
den bis jetzt noch nicht dargestellten aus Glykokoll, d-Alanin 
und |-Tyrosin bestehenden Tripeptiden sich noch solche finden, 
die die gleichen Eigenschaften aufweisen, wie das von uns 
isolierte Produkt. Die Annahme, daf ein Tripeptid vorlag, war 
auch noch wenig gestiitzt und nur aus dem Ergebnisse der 
Elementaranalyse erschlossen worden. Es war somit die ganze 
Beobachtung eine keineswegs gesicherte. Es ist dies nicht der 
einzige Befund dieser Art. Wir verfiigen noch tiber weitere 
Versuche, bei denen es gliickte, teils aus Seide, teils aus Horn 
und Elastin, aber auch aus Casein und Hiimoglobin krystalli- 
sierte, biuretgebende K6érper zu isolieren und auch annihernd 
zu identifizieren. Jedoch weisen alle Beobachtungen Liicken 
auf, soda wir vorliiufig nicht in der Lage sind, die Ergeb- 
nisse zu verwerten. 

Die Hauptschwierigkeit besteht stets in der Beschaffung 
des Materials. Fir die totale Hydrolyse braucht man bei kom- 
plizierteren Verbindungen, sollen die Ergebnisse beweisend 
sein, stets mehrere Gramm. Schon durch die Analysen gehen 
nicht unbetriichtliche Substanzmengen verloren. Hier diirfte 
die von Pregl ausgearbeitete Mikroanalyse in vielen Fiillen 
unschiitzbare Dienste erweisen. 

Der oben beschriebenen Substanz sind wir noch zweimal 
begegnet. Es gelang, sie in grOBberen Mengen zu sammeln. 
Das ausgeschiedene Produkt war zuniichst amorph. Es gab in 
konzentrierter wiisseriger LOsung eine flockige Fallung mit einer 
konzentrierten Ammonsulfatldsung. Auch mit einer 10°/oigen 
Phosphorwolframsiurelésung trat Triibung ein. Es schied sich 
ein dliges Produkt aus, das sich im Uberschuf8 des Lésungs- 
mittels nur schwer liste. Wir fallten nunmehr die etwa 1°/oige 
wiisserige LOsung, die etwa 8 g der rohen Substanz enthielt, 
mit einem UberschuB an 10°/oiger Phosphorwolframsiiure. Das 
ausgefallene, klebrige Ol setzte sich an den Wiinden des Ge- 
fiibes fest. Die Fliissigkeit lieB sich ohne weiteres abgiefen. 
Sie wurde durch Zusatz eines Uberschusses an Baryt von der 
Phosphorwolframsiiure befreit und dann der Uberschu8 an 
Baryt genau mit Schwefelsiiure entfernt. Das Filtrat vom 
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Baryumsulfat verdampften wir unter vermindertem Druck zur 
Trockene. Es verblieb ein hygroskopischer Sirup. Die wiisserige 
Losung drehte nach rechts und gab Millon- und Biuretprobe. 

Der Riickstand wurde nun in wenig Wasser gelést, in 
der Kiélte mit wenig Tierkohle geschiittelt und dann nach er- 
folgter Filtration Alkohol zugefiigt, bis eine auch beim Erhitzen 
bestiindige Triibung auftrat. Nun liefen wir langsam abkiihlen. 
Es schied sich eine flockige Substanz ab. Sie wurde abfiltriert. 
Ihre Menge betrug etwa !/2 g. Die Mutterlauge lieBen wir 
nun im Laufe mehrerer Tage langsam bei Zimmertemperatur 
verdunsten. Ganz allmiihlich schied sich eine gallertig aus- 
sehende Masse ab, die im Laufe der Zeit ein mehr opakes 
und dann weifes kiérniges Aussehen annahm. Unter dem M1i- 
kroskop zeigten sich feine Niidelchen. Die Ausbeute an dieser 
Substanz betrug 4,5 g. Sie drehte in wasseriger LOsung 42,5° 
nach rechts und gab Analysenwerte, welche ziemlich gut auf 
ein aus Glykokoll, Alanin und Tyrosin bestehendes Tripeptid 
stimmten. Nur der Kohlenstoffgehalt zeigte eine Differenz von 
0,8. 2g der Substanz unterwarfen wir der totalen Hydrolyse 
mit 10 cem 25°/oiger Schwefelsiiure. Wir kochten 10 Stunden 
am Riickflubkiihler. Dann wurde die Schwefelsiure genau mit 
Baryt entfernt, und das Filtrat vom Baryumsulfat mit den 
Waschwiissern vereinigt und eingeengt. Es schieden sich Ty- 
rosinkrystalle ab. Es gelang leicht, eine tyrosinfreie Mutter- 
lauge zu gewinnen. Diese wurde zur Trockene verdampft, in 
wenig Wasser aufgenommen und mit Pikrinsiure (berechnet 
auf Glykokoll, entsprechend dem Gehalt eines Tripeptids der 
vermuteten Zusammensetzung) gekocht. Das ausgeschiedene 
Glykokollpikrat wurde abfiltriert. Dem Filtrat gaben wir nach 
erfolgtem Einengen noch etwas Pikrinséure zu, kochten auf 
und lieBen die Losung 24 Stunden im Eisschrank stehen. Es 
war nur noch eine ganz geringfiigige Abscheidung eingetreten. 
Das Filtrat versetzten wir mit Schwefelsiiure und iitherten aus. 
Die von Pikrinsiiure befreite Lésung wurde eingedampft, der 
Riickstand in Wasser geldst, und die Losung mit Tierkohle 
gekocht. Das Filtrat verdampften wir dann zur Trockene und 
bestimmten den Zersetzungspunkt (297°) und das Drehungs- 
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vermoOgen des in der berechneten (auf Alanin berechnet) Menge 
Salzsiiure aufgenommenen Produktes. Es betrug + 8,97°. 

Die Ausbeute an den einzelnen Aminosiiuren war die 
folgende: 

Glykokoll 0,38 g 
Alanin 0,56 » 
Tyrosin 1,08 » 

Berechnet fiir ein aus Glykokoll, Alanin und Tyrosin 

bestehendes Tripeptid 
Glykokoll 0,48 g 
Alanin 0,56 » 
Tyrosin 1,16 » 

Die Molekulargewichtsbestimmung ergab folgende Werte: 
324, 318, 326, 330. Berechnet fiir das genannte Tripeptid: 309,2. 

Das Priiparat zeigte keinen Schmelzpunkt und auch keinen 
scharfen Zersetzungspunkt. Bei raschem Erhitzen schiiumte 
es gegen 145° auf. Der Schaum wurde dann gegen 185° 
braun. Die Substanz loste sich in etwa 2 Teilen kaltem Wasser. 
Das amorphe Produkt war leichter léslich. In absolutem Al- 
kohol, in Essigiither, Ather, Chloroform war es unldslich. Mit 
Ammonsulfat gab die gesiittigte wiisserige LOsung eine Olige. 
beim Stehen in Eis fest werdende Fiillung. Sie trat nur bei 
sehr konzentrierten Losungen auf. 

Alle Beobachtungen decken sich ziemlich gut mit den 
bei dem Tripeptid d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin gemachten Fest- 
stellungen. Bei all den ausgefiihrten Operationen hatten wir 
das Priiparat bis auf die letzten Spuren aufgebraucht. 

Es gelang uns, das gleiche Produkt ein drittes Mal aus 
den Mutterlaugen von Seidenpeptondarstellungen zu gewinnen. 
Es waren 3 kg Seidenabfille verarbeitet worden. Die Ausbeute 
an Rohprodukt betrug 25 g. Es drehte nur 23,5° nach rechts. 
Wir haben auch hier mit Phosphorwolframsiure gereinigt. Die 
weitere Verarbeitung erfolgte in genau der gleichen Weise, 
wie im vorher geschilderten Falle. Unter grofen Verlusten und 
immer wiederholtem Fraktionieren gliickte es, 5,6 g einer 44,5° 
nach rechts drehenden Substanz zu gewinnen. 

Wir nahmen die Substanz dann als einheitlich an, wenn 
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sie, in drei Fraktionen geteilt, das Drehungsvermégen nicht 
mehr dnderte. Die Analyse allein gibt keine Gewihr fiir ein- 
heitliche Priaparate. Wiederholt erhielten wir Analysenzahlen, 
die mit berechneten Werten vorziiglich in Einklang standen. 
Auch die Resultate der vollstiindigen Hydrolyse bestiitigten die 
Anwesenheit des vermuteten Polypeptids. Wurde jedoch das 
Priparat fraktioniert, dann lieB sich wiederholt beweisen, dah 
ein Gemisch vorlag. Ja in einzelnen Fillen konnten sogar 
freie Aminosiiuren im Gemisch nachgewiesen werden. Man 
darf sich somit nach unseren Erfahrungen weder auf Analysen- 
werte noch auf die Resultate der totalen Hydrolyse allein ver- 
lassen. Nur dann, wenn die fraktionierte Krystallisation zu 
Fraktionen fiihrt, die in engen Grenzen das gleiche Drehungs- 
vermoégen zeigen, darf geschlossen werden, dali hdéchstwahr- 
scheinlich ein einheitliches Produkt vorliegt. 

Die Analyse des erwiihnten Priiparates gab folgende 
Werte: 

0,1432 g Substanz gaben 0,2838 g CO, und 0.0792 g H,0. 

0.1227 » » verbrauchten 11,6 ccm! 10-n-Schwefelsiiure. 
Berechnet fiir C,,H,,O;N, (309,2): 
04,54 °/o C, 6,19°/o H und 13,590 N. 
Gefunden: 54,05°/0 C, 6,14°%/o H » 18,25°%o N. 


e 


Molekulargewichtsbestimmung : 
312,5; 320.6; 312; 315; 320: 309. Berechnet 309.2. 
Bei der totalen Hydrolyse von 2 g des Tripeptids mit 
25°/oiger Schwefelsiiure isolierte Aminosiiuren: 
berechnet: 
Glykokoll 0.40 g O48 g 
d-Alanin 


~9()9 


(ja],, des salzsauren Salzes + 8,95°) 0,58 0.56 


l-Tyrosin 1,18 » 1.16 
Wir haben schlieflich das Praparat mit Hefeprebsaft 
gespalten. Das Drehungsvermoégen stieg zunichst elwas an, 
um dann abzufallen. Es lafSt sich in diesem Falle nicht ent- 
scheiden, iiber welche Abbaustufen der Fermentabbau geht, 
weil sowohl d-Alanyl-glycin als auch Glycyl-l-tyrosin etwa 50° 
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nach rechts drehen. Eine Entscheidung der beiden Moglich- 
keiten kénnte nur die Isolierung der Abbauprodukte geben, 
dazu reichte das uns zur Verfiigung stehende Material nicht 
aus. Einige Versuche wurden durch Abscheidung von Tyrosin 
gestOrt. Das spricht dafiir, da’ der Abbau mit frihzeitiger 
Abspaltung von Tyrosin einsetzt. 

Wir glauben auf Grund aller Beobachtungen den 
SchluB ziehen zu dirfen, daB es gegliickt ist, bei der 
partiellen Hydrolyse von Fibroin aus italienischer 
Seide ein Tripeptid, bestehend aus Glykokoll, d-Alanin 
und l-Tyrosin, abzutrennen. Alle Eigensehaften des 
isolierten Tripeptids sprechen dafiir, daf ihm die Zu- 
sammensetzung d-Alanyl-glycyl-l-tyrosin zukommt. 

SchlieBlich lieBen wir auf das Tripeptid noch den wiisse- 
rigen Extrakt von Russula delica einwirken. Es trat nach 
kurzer Zeit Rosafiirbung auf, die allmiihlich in ein tieferes Rot 
iiberging. 

Zur Identifizierung von Polypeptiden stehen uns zur Ver- 
fiigung: 1. die Molekulargewichtsbestimmung; 2. die Elementar- 
analyse; 3. die totale Hydrolyse und die moéglichst quantitative 
Bestimmung der einzelnen Aminosiuren; 4. die partielle Hydro- 
lyse, sei es durch weiteren Abbau durch Siiuren oder Alkalien 
oder durch Fermente; 5. die Eigenschaften; 6. die Darstellung 
von Derivaten mit nachfolgender Hydrolyse.!) Das Wesentliche 
bleibt dann der Vergleich mit dem entsprechend aufgebauten 
synthetisch gewonnenen Polypeptid. 

Wir haben auch hier versucht, nach Punkt 6 das B-Naph- 
thalinsolfoderivat des Tripeptids zu gewinnen. Das d-Alanyl- 
glycyl-l-tyrosin: 


OH X 
JN 


_* 


Ws 

CH, - CH(NH) - COOH 
CO 

CH, « NH. CO» CH(CH,) - Ny. 


') Vel. Emil Abderhalden und Casimir Funk, Weiterer Beitrag 
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kann zwei B-Naphthalinsulfogruppen aufnehmen. Eine bindet 
sich mit der Hydroxylgruppe des Tyrosins und die andere mit 
der Aminogruppe des Alanins. Bei der Spaltung wiiren somit 
Mononaphthalinsulfo-l-tyrosin, Naphthalinsulfoalanin und freies 
Glykokoll zu erwarten. Es ist leider nicht gelungen, auf dieser 
Grundlage einen weiteren Anhaltspunkt fiir die angenommene 
Struktur des Tripeptids zu erlangen. Die Ausbeute an 
Kuppelungsprodukt war auffallend gering. 2g Tripeptid er- 
gaben nur 1 g amorphes f-Naphthalinsulfoderivat. Bei der 
Spaltung dieses Produktes durch Kochen mit 10°/oiger Salz- 
siure konnten wir freies Glykokoll nachweisen und ferner die 
erwarteten B-Naphthalinsulfoderivate. Da jedoch eine quanti- 
tative Durehfiihrung des Versuches durch die schlechten Aus- 
beuten verhindert war, verlieren die Resultate sehr an Beweis- 
kraft. Es wird noétig sein, mit Hilfe der synthetisch aufgebauten 
Polypeptide mehr Erfahrung auf diesem Gebiete zu sammeln. 
Im Anschluf an die Ergebnisse der partiellen Hydrolyse 
von Seidenfibroin, sei noch kurz auf einen Befund beim stufen- 
weisen Abbau von Horn aus Kuhklauen hingewiesen. 
Mechanisch gereinigte, zerkleinerte Klauen wurden nach 
Zusatz der etwa 10 fachen Menge einer heif gesiittigten Baryt- 
ldsung 24 Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. Die Tem- 
peratur betrug im Innern des Gefiibes etwa 85. Beim Ab- 
kiihlen schied sich Baryt ab. Von ihm und dem Ungeldsten 
wurde abfiltriert. Aus dem Filtrat entfernten wir den Baryt 
genau mit Schwefelsiiure. Das Filtrat vom Baryumsulfat wurde 
mit 10°/oiger Phosphorwolframsaure gefillt. Die Losung ent- 
hielt nach einer Trockensubstanzbestimmung etwa 2°/o orga- 
nische Substanz. Filtrat und Fiillung wurden getrennt ver- 
arbeitet. Im Filtrat fanden sich zum griBten Teil Aminosiéuern. 
Sie waren alle racemisiert. Der Phosphorwolframsiiurenieder- 
schlag wurde in der tblichen Weise mit Baryt in der Kilte 
zerlegt. Das Filtrat vom phosphorwolframsauren Baryt befreiten 
wir mit Schwefelsiiure vom iiberschiissigen Baryt. Das Filtrat 
vom Baryumsulfat wurde unter vermindertem Druck bis zur 


zur Kenntnis der partiellen Hydrolyse von Proteinen. Diese Zeitschrift, 
Bd. LXIV, S. 436, 1910. 
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Trockene verdampft, nachdem vorher noch einmal in der 
stark eingeengten Losung auf Schwefelsiure und Baryt geprift 
worden war. 

Der Riickstand stellte eine blattrig-schaumige Masse dar. 
Kin Teil war sirupOs. Wir nahmen nun den ganzen Riickstand 
in wenig Wasser auf. Die Lésung gab alle Eiweifreaktionen. 
Mit Ammonsulfatl6sung trat bei vollstindiger Sittigung Fillung 
ein. Zur weiteren Trennung gossen wir die konzentrierte 
wiisserige LOsung vorsichtig in absoluten Alkohol. Wir gaben 
die LOsung tropfenweise zu und horten mit dem Zugiefen auf, 
sobald sich Olige Massen abschieden. In diesem Falle setzten 
wir das weitere Zutropfen mit frischem Alkohol fort. Bei dieser 
Verarbeitung, die wir zweimal bis jetzt durchgefiihrt haben, 
beobachteten wir eine Abscheidung von eigenartig gebogenen, 
groben Krystallen. Sie gleichen langgestreckten Fasern. Es 
gelang zuniichst nicht, sie umzukrystallisieren. In der faserigen 
Form war die Substanz luftbestiindig. Wurde sie aus verdiinntem 
Alkohol umgeldst, dann fiel sie amorph aus. In diesem Zu- 
stand war sie sehr hygroskopisch. Schlieblich ist es gelungen, 
das Produkt durch Lésen in wenig Wasser und vorsichtiges 
Eintropfen in absoluten Alkohol wieder in langen, gebogenen 
Nadeln zu erhalten. Das bei der ersten Fiallung gelb-braun 
gefiirbte Produkt wurde beim Umkrystallisieren wei. Der an- 
fiinglich ziemlich hohe Aschengehalt lieB sich ganz beseitigen. 

Das gereinigte Produkt schmolz ohne betriichtliche Zer- 
setzung gegen 275. Es besafi kein Drehungsvermégen (Hydro- 
lyse mit Baryt!). Mit Bromwasser fiel eine flockige Substanz. 
Auch mit Quecksilbersulfat trat Fiéllung auf. Die wiisserige 
Losung gab mit Glyoxylsiiure und Schwefelséure eine positive 
Reaktion (Violettfiirbung). Mit Millons Reagens trat eine 
weinrote Fiirbung auf. Die konzentrierte wisserige Losung 
gab mit einer konzentrierten Ammonsulfatl6sung keine Fiillung. 
Die Biuretprobe gab eine rote Firbung. Die Schwefelbleiprobe 
war auch positiv. Durch vollstiindige Hydrolyse liefen sich 
Tyrosin, Cystin, Tryptophan und Glutaminsiiure mit Sicher- 
heit nachweisen. Daneben waren sicher noch andere Amino- 
siiuren vorhanden, doch gelang es nicht, diese exakt zu iden- 
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tifizieren. Es liegt somit ein zweifellos noch sehr kompliziert 
gebautes Pepton vor, das die Tendenz zu krystallisieren zeigt. 
Die Analyse des Produktes vermochte auch keine Anhaltspunkte 
fir eine Berechnung zu geben. Die Molekulargewichtsbe- 
stimmung gab wenig Uubereinstimmende Werte. Der Umstand, 
dafi das Produkt racemisiert worden war, erschwert die weitere 
Untersuchung auferordentlich. Vor allem ist es sehr schwierg, 
festzustellen, ob das Produkt einheitlich ist. Bei optisch aktiven 
Abbauprodukten laBt sich die Einheitlichkeit durch mehrfaches 
Fraktionieren und Bestimmung des Drehungsvermégens der 
einzelnen Fraktionen leicht feststellen. Man wird aus diesem 
Grunde die Hydrolyse mit Siuren und Fermenten zum Studium 
der beim stufenweisen Abbau von Proteinen auftretenden Spalt- 
produkte im allgemeinen vorzuziehen haben. 

Endlich sei noch kurz mitgeteilt, dafi es gegliickt ist, bei der 
Verdauung von Casein mit Pankreatin einen in perlmutterglanzenden 
Blattchen krystallisierenden Kérper zu isolieren. Er war bei der Fallung 
des Verdauungsgemisches mit Quecksilbersulfat (Tryptophandarstellung) 
in den Niederschlag tibergegangen. Die Substanz zeigt auferlich Ahn- 
lichkeit mit Leucin. Sie schmilzt gegen 290°. Die Verbindung unter- 
scheidet sich scharf vom Leucin durch die gréftere Léslichkeit in Wasser 
und vor allem durch ihren Schwefelgehalt. Die von Herrn Prof. Preg! 
ausgefiihrten Analysen ergaben fiir die erste Krystallfraktion folgende 


Werte: 
10.63 mg Substanz gaben 17,10 mg CO, und 6,93 mg H,0 


10,04 » > 16.20 » > > 7.05 >» 

9.49 » : >» 15,24 >» » >» 6598 » » 
6.90 » > > 0,702 ccm N (719 mm und 20° 
4,03 » - » 4,92 mg BaSO, 

5.06 » > > 6.79 » > 


| 


Gefunden: C 43,88 °/o, 44,01° 0, 43,80° 0; 
= 7,30°%o, 7,86°%, 7,76°o; 
11,21°%o; 

= 16,77°/o und 16,78°). 

Diese Zahlen stimmen am besten auf einen Kérper der Zusammen- 
setzung: C,,H,.S,N,0, (43,93°'o C, 7,38°/o H, 10,99°,0 N und 16,78° 0 S). 
Die Schwefelbleiprobe war negativ. 

Eine zweite Krystallisation ergab: 


i) a = 
! 


9.59 mg Substanz gaben 14,98 mg CO, und 6.64 mg H,O 
12,10 >» >» 1897 » 
7,50 » > > 0,765 cem N (705 mm, 19° 


> 78d » > 


v 
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5,62 mg Substanz gaben 0,576 ccm N (702 mm, 20°) 


3,13 » » » 0324 » » (704 » 17°) 
7,68 » ) » 10,42 mg BaSO, 
7,03 » » » 10,25 >» > 
5,19 » > > 7,10 » » 
5,18 » » > 7,12 » > 
Gefunden: C = 42,60°/o, 42,76°/o, 42,64°/0; 
H = 7,75%e, 7,26°/o, 787%; 


N = 11,06°/o, 11,04°/o, 10,98%/o; 
S = 18,66 Jo, 18,70%o, 18,82%Jo, 18,88 %o. 

Diese Zahlen wiirden noch am besten auf einen Kérper der Formel 
C,,H,,N,5,0, (C 42,31°,0, H 7,70°/o, N 12,35°%/o, S 18,840/,) stimmen. Es 
wiire denkbar, dafs der isolierte Koérper Beziehungen zu der Séiure 
C,,H,,N,0, ') besitzt. Wir teilen diesen Befund jetzt schon mit, obwohl 
wir auferstande sind, Anhaltspunkte fiir seine Zusammensetzung zu 
geben, weil vielleicht andere Forscher Gelegenheit haben, dem gleichen 
KéOrper nachzuspiiren. Er erscheint uns besonders interessant, weil er 
Schwefel enthalt. 

') Emil Fischer und Emil Abderhalden, Notizen tiber Hydro- 
lyse von Proteinstoffen, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 540, 1904. 


























Uber den Gehalt agyptischer Mumien an Eiweif' und 
Eiweif'-Abbauprodukten. 
Von 


Emil Abderhalden und Arthur Weil. 





(Aus dem physiologischen Institute der tieriarztlichen Hochschule Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1911.) 


In einer friiheren Mitteilung!) ist der Nachweis gefiihrt 
worden, da die Muskelsubstanz agyptischer Mumien, nach 
erfolgter Hydrolyse mit Siiuren, Aminosiiuren liefert. Bei dieser 
ersten Untersuchung ist die Frage nach der Art des Vorkommens 
der Aminosauren nicht beriihrt worden. Wir haben nunmehr 
diese Liicke ausgefiillt und uns die Frage vorgelegt, ob in der 
Muskelsubstanz von Mumien Aminosiiuren bereits vor- 
gebildet vorhanden sind. Ferner interessierte es uns, ob 
andere Abbaustufen des Eiweifes, z. B. Peptone, sich 
nachweisen lassen und endlich, ob EiweiB als solches 
vorhanden ist. Die gestellten Probleme muften uns einen 
Einblick geben in das Verhalten der Muskel-Eiweifikorper nach 
erfolgter Konservierung der Mumien. Wir wollen gleich voraus- 
nehmen, dafi uns der Nachweis von Aminosduren im wiisserigen 
Extrakt der Mumiensubstanz gegliickt ist. Ferner konnten wir 
auch biuretgebende Korper im Dialysat von Muskelsubstanz 
und im wiisserigen Extrakt nachweisen. Damit ist wohl be- 
wiesen, dafi die Konservierung der Leichen die Autolyse nicht 
vollsténdig aufgehoben hat; es miifte denn die Einbalsamierung 
erst liingere Zeit nach erfolgtem Tode vorgenommen sein, was 
aber nicht wahrscheinlich ist. 





‘) Emil Abderhalden und Carl Brahm, Uber den Gehalt der 
Muskelsubstanz fagypltischer Mumien an Monoaminosiiuren. Diese Zeit- 
schrift, Bd. LXI, S. 419, 1909. 
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Von Interesse ist es, dai einige Aminoséuren, die beim 
Abbau der Peptone durch Fermente sehr friihzeitig abgespalten 
werden, wie z. Bb. Tyrosin und Tryptophan im Dialysat und 
im wiisserigen Extrakt hdchstens in Spuren sich nachweisen 
lieben, wiihrend andere Aminosauren, wie Glykokoll, Alanin, 
Leucin usw. in relativ reichlichen Mengen vorhanden waren. 
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dai ein Teil der Amino- 
siiuren weiter abgebaut worden ist. Schwieriger zu entscheiden 
ist die Frage nach dem Vorkommen von unveriindertem Eiweif 
in der Muskelsubstanz der Mumie.!) DaB Produkte, welche mehrere 
Aminosiiuren gebunden enthalten, in relativ reichen Mengen 
in der Mumiensubstanz vorhanden sind, zeigt der Umstand, 
dafi nach vollstindiger Extraktion mit Wasser, der Riickstand 
nach erfolgter Aufspaltung durch Kochen mit 25 °/oiger Schwefel- 
siiure, resp. mit rauchender Salzsiiure Aminosauren lieferte. Diese 
Beobachtung lift wohl kaum eine andere Deutung zu, als daf 
in der Mumiensubstanz noch EiweifSkorper vorhanden waren. 
Die Peptone waren in das wiisserige Extrakt tibergegangen. Ihre 
Menge war ziemlich grof. Wir erhielten bei der Veresterung 
des Riickstandes des wisserigen Extraktes eine auffallend ge- 
ringe Ausbeute an Aminosiiuren. Nach erfolgter Infreiheitsetzung 
der Aminosiiureester zeigte der verbleibende Riickstand einen 
hohen Stickstoffwert, und es gelang durch Kochen des Riick- 
standes mit rauchender Salzséiure und Wiederholung der Ver- 
esterung noch reichliche Mengen von Aminosauren zu gewinnen. 

Die zu unseren Versuchen verwandten beiden Mumien 
verdanken wir der groben Freundlichkeit des Herrn Borchardt, 
Direktor des Kaiserlichen Deutschen Instituts fiir Agyptische 
Altertumskunde in Kairo. Die Mumien hatten ein Alter von 
ca. 3000 Jahren. Das Herz und die Eingeweide fehlten voll- 
stiindig. Zu unseren Versuchen benutzten wir hauptsachlich die 


') Vgl. hierzu: W. A. Schmidt, Chemische und biologische Unter- 
suchungen von iigyptischem Mumienmaterial nebst Betrachtungen iiber 
das Einbalsamierungsverfahren der alten Agypter, Zeitschr. f. allg. Physio- 
logie, Bd. VII, S. 369, 1908. — P. Uhlenhut, Uber die Bestimmung der 
Herkunft von Mumienmaterial mit Hilfe spezifischer Sera, Deutsche 
med. Wochenschr., 1905, H. 6, S. 212. 
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Muskelsubstanz, die wir zuniéchst rein mechanisch von Fremd- 
kérpern — Wachs, Tuchstiicken usw. — befreiten. Wiederholt 
beobachteten wir innerhalb der Muskelsubstanz Krystalldrusen 
von Fettsiuren — nach ausgefiihrten Untersuchungen Palmitin- 
und Stearinsaure; — ferner beobachteten wir wiederholt Chole- 
sterinkrystalle. Diese Befunde zeigen, in Ubereinstim- 
mung mit den Beobachtungen von Schmidt,!) da’ auch 
Fettstoffe in der Mumie selbst gespalten worden sind. 
Die groben Gewebsstiicke wurden nunmehr gepulvert, dann ge- 
siebt und die zuriickbleibenden groben Stiicke solange weiter 
zerrieben, bis die ganze Substanz in feinste Pulverform ver- 
wandelt war. Wir gewannen im ganzen ca. 9 kg solcher Sub- 
stanz. Die gesamte Masse wurde zuniichst durch Kochen mit 
Wasser erschipft. Das tief braun gefiirbte, wiisserige Extrakt 
dampften wir unter vermindertem Druck bei ca. 40° des 
Wasserbades zur Trockene ein. Der Riickstand wurde mit ab- 
solutem Alkohol iibergossen und trockene Salzsiiure eingeleitet. 
Die Veresterung wiederholten wir noch zweimal. Die Amino- 
siiureester wurden dann mit Natronlauge und Kaliumcarbonat 
in Freiheit gesetzt. Der Stickstoffgehalt der aitherischen LoOsung 
betrug ungefiihr 12°/o der Stickstoffmenge des wiisserigen Ex- 
traktes. 88°/o des gesamten Stickstoffs verblieben im Riickstand. 
Diesen gossen wir direkt nach Infreiheitsetzung der Ester in 
Wasser, neutralisierten das Kaliumcarbonat mit Salzsiiure und 
dampften dann die F'liissigkeit stark ein. Die sich abscheidenden 
Salze filtrierten wir ab. Der schlieflich verbleibende Riickstand 
wurde mit ungefiihr der vierfachen Menge rauchender Salz- 
siure 8 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Das tief braun 
gelarbte Hydrolysat verdampften wir unter vermindertem Druck 
zur Trockene. Der Riickstand wurde verestert, und die Ester 
in der tiblichen Weise in Freiheit gesetzt. 

Zur Feststellung der in Wasser léslichen Produkte haben 
wir auch Dialyseversuche angestellt. Es wurde gepulverte 
Mumiensubstanz in Dialysierschliiuche eingefiillt und dann gegen 


') W. A. Schmidt, Uber Mumienfettsiiuren, Chemiker-Zeitung, 
Bd. XXXII, S. 769, 1908. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXIL. 
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destilliertes Wasser dialysiert. Das hellbraun gefirbte Dialysat 
enthielt Stickstoff und nach erfolgter Entfiirbung mit Tierkohle 
konnten wir deutlich Biuretreaktion wahrnehmen. Die Millonsche 
Reaktion und die Tryptophanreaktion fielen negativ aus. Der Ver- 
dampfungsriickstand zeigte deutlich Krystalle von Aminosduren. 

Der in Wasser unldsliche Riickstand der Mumiensubstanz 
wurde mit Alkohol extrahiert, um die Harze moglichst zu ent- 
fernen. Doch unterwarfen wir dieser Extraktion nur einen 
kleinen Teil der gesamten Substanz, weil wir bei anderen 
Untersuchungen die Erfahrung gemacht haben, dai Alkohol 
zusammen mit anderen Substanzen oft auch eiweibartige Pro- 
dukte aufnimmt und so Verluste entstehen. Einen Teil der in 
Wasser unldslichen Mumiensubstanz hydrolysierten wir durch 
2Ostiindiges Kochen mit 25 °/oiger Schwefelsiure. Die Schwefel- 
siiure wurde in der tblichen Weise mit Baryt quantitativ ent- 
fernt und das Filtrat auf Tyrosin verarbeitet. Es gelang mit 
Leichtigkeit, solches in reinem Zustande zu gewinnen. Ferner 
bestimmten wir in der Mutterlauge des Tyrosins die Glutamin- 
siiure, indem wir in das Filtrat gasf6rmige Salzsiiure ein- 
leiteten. Nach langerem Stehen schieden sich Krystalle von 
Glutaminsiiurechlorhydrat ab. 

Den groften Teil der in Wasser unldslichen Mumien- 
substanz verwandten wir zur Hydrolyse mit rauchender Salz- 
siiure. Im Hydrolysat bestimmten wir die einzelnen Amino- 
siiuren mit Hilfe der Estermethode. Bei der Isolierung der 
einzelnen Aminosiuren bedienten wir uns der bekannten Me- 
thoden. Wir wichen nur insofern von der gegebenen Vorschrift 
ub, als wir diejenige Esterfraktion, welche den Phenylalanin-, 
Asparaginsiure-, Glutaminsaure- und Serinester enthilt, nicht 
durch Kochen mit Baryt verseiften, sondern durch 24 stiindiges 
Kochen mit Wasser. Den Phenylalaninester trennten wir vorher 
in der tiblichen Weise mit Ather ab und verdampften den 
isolierten Ester mit Salzsiiure zur Trockene. Daf Asparagin- 
und Glutamirsiureester durch Wasser sich ohne wesentliche Ver- 
luste verseifen lassen, ergaben Versuche mit den entsprechenden 
Aminosiiureestern. Die Verseifung braucht lange Zeit, weil die 
Halbester der genannten Aminosiiuren, worauf schon Emil 
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‘ischer hingewiesen hat,!) sehr widerstandsfiihig sind. Wir 
haben die Verseifung mit Wasser deshalb versucht, weil es bei 
ceringen Mengen der erwiihnten Aminosiiureester oft Schwierig- 
keiten bereitet, die einzelnen Aminosiiuren nach erfolgter Ver- 
-eifung mit Baryt zu isolieren. Besonders stérend macht sich 
solchen Fiillen oft die Abscheidung des schwerldslichen 
asparaginsauren bBaryts geltend. Die Erfahrung hat gezeigt, 
lafy die weitere Verarbeitung der verseiften Aminosiiuren am 
sten direkt mit der Abscheidung der Glutaminsiiure als salz- 
saures Salz beginnt. Sie ist nimlich zum allergréften Teil 
nd oft quantitativ in Form von Pyrrolidoncarbonsiéure vor- 
inden. Erst durch die Salzsiure erfolgt die Umwandlung in 


Glutaminsaure. 

I. Untersuchung des wasserigen Extraktes. 
Aminosa&uren, welche sich ohne vorherige Hydrolyse 
nachweisen liefen. 

Wir haben in reinem Zustand abgeschieden: Glykokoll, 
A\lanin, Valin, Leucin, Asparaginsaure, Glutaminsidure, 
Phenylalanin, Prolin. Hervorgehoben sei die auffallend 

robe Menge von Phenylalanin. 

Glykokoll als Esterchlorhydrat und als Pikrat identifiziert. 

Alanin: 

0.1264 g¢ Substanz verbrauchten 14,35 ccm !/10-n-Schwefelsiéure. 


3erechnet fiir C,;H,NO,: Gefunden: 
15,74°/o N. 15,91°/o N. 


Valin: 
0.1549 ¢ Substanz verbrauchten 11.75 eem !/10-n-Schwefelsiiure. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden : 
11,989%/o N. 12.20°/o N. 
Leucin: 
0.1469 g Substanz verbrauchten 11,35 ecem ?! 10-n-Schwefelsiiure. 


Berechnet fiir C,H,,NOQ,: Gefunden: 
10,68° 0 N. 10,52°/o N. 


Emil Fischer. Untersuchungen tiber Aminosiuren, Polypeptide 
c b t 


nd Proteine (1899—1906). Julius Springer, Berlin 1906, S. 60. Vgl. auch 


~. 193 und 194. 
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Asparaginsidure: 
0,2578 g Substanz verbrauchten 19,4 ecm !/10-n-Schwefelsiure. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 

10,53 °%o N. 10,54°/o N. 
Glutaminséure wurde als salzsaures Salz identifiziert. 


Phenylalanin: 





oe hin verbrauchten 14,8 ecm !/10-n-Schwefelsiiure. 
serechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
8.490], N° 8,63 %/o N. 
Prolin: 





0,1926 g¢ lufttrockenes, racemisches Kupfersalz gaben 0,0417 g CuO. 
Berechnet fiir (C,H,NO,), Cu: Gefunden : 
19,40°/o Cu. 19,24°/o Cu. 


II. Untersuchung des in Wasser unlodslichen Anteils der 
Mumiensubstanz. 


A. Hydrolyse mit 25°%/oiger Schwefelsaure. 


Angewandt wurden 630 g Substanz, die mit Alkohol extra- 
hiert waren und 1000 g Ausgangsmaterial entsprechen. 
Hydrolysat enthielt 7,78 g N. 
Riickstand » 4.65 » N. 
Isoliert wurden 1,2 g Tyrosin, 
5,8 » Glutaminsiure. 


B. Hydrolyse mit rauchender Salzsiure. 


Die Menge des verwandten Materials betrug 4690 g ent- | 
sprechend 7500 g Ausgangsmaterial. 

Das Hydrolysat enthielt 57,00 g N, 

Der Hydrolysenriickstand enthielt 74,27 » N. 

Isoliert wurden folgende Aminosiuren: Glyk,» koll, 
Alanin, Leucin, Asparaginsdure, Glutamsisiiure, 
Phenylalanin, Prolin, Serin. Pa 

Glykokoll wurde als Pikrat abgeschieder ,ind identifiziert. a 


Alanin: 
0,1338 g Substanz verbrauchten 15,2 a onc senanctelenee 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden : 


15,74%/o N. * 15,920 N. 





i 
bi 
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Leucin: 
0.2075 g Substanz verbrauchten 16,05 cem !/10-n-Schwefelsiure. 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
10,69 °/o N. 10,83 °/o N. 


Asparaginsiure: 
0.1847 g Substanz verbrauchten 10,1 cem !/10-n-Schwefelsiiure. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

10,53 °/o N. 10,50 %/o N. 


Glutaminsiure wurde als salzsaures Salz identifjstert. 


Serin: : 
0.0826 g Substanz verbrauchten 7,7 cem !/10-n-Svhwefelsaure. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gsiunden: 

13,34 o N. 13,06 °%/o N. 
Phenylalanin: 
0.1295 g Substanz verbrauchtg 
3erechnet fiir C,H,,NO,: 
8.49% N° 


. 
yi ,6 com !/10-n-Schwefelsiiure. 
Gefunden: 
8,22 %/o N. 
Prolin: 
(2161 g Kupfersalz des aktiven Prolins gaben 0,0579 g CuO. 
Ben@ehnet fiir (C;H,NO,),Cu: Gefunden: 
i 21,80°/o Cu. 21,41°/o Cu. 
Die folgende Zusammenstellung gibt einen Uberblick iiber 
‘ie Verteilung des Stickstoffs nach den einzelnen Prozeduren. 
1. Das wiisserige Extrakt aus 8,5 kg Mumiensubstanz 
enthielt 291,48 g N. 
ie iitherische LOsung der Aminosiureester enthielt 34,04 g N. 
255,77 » » 


Nicht in den Ather gegangen waren 
Summa 289,81 g N. 


2. Der in Wasser unlosliche Anteil wog 5320 g. 


A. Hydrolyse mit 25°/oiger Schwefelsiure. 


Verwendet 630 g mit Wasser erschipfte Substanz (ent- 
sprechend 1 kg Mumiensubstanz) N = 12,43 g. 
Bei der Hydrolyse gingen 7,78 g N in Losung. 
Ungelist blieben 4,65 g N. 











f . Abderhalden und Arthur Weil, 


D avaciigas mit rauchender Salzsiiure. 


Perwendet wurden 4690 g Substanz (= 7500 g Mumien- 
substanz). 
Bei der Hydrolyse gingen in Losung 57,00 g. 
Ungelést blieben 74,27 g. 

Die iitherische LOsung der Aminosaureester enthielt 14,46 g N. 
Nicht in Ather gingen 42.82 ao N. 

Die Ausbeuten an den einzelnen Aminosiéuren in Zahlen 
auszudriicken, diirfte im vorliegenden Fall zwecklos sein, weil 
die vorhandenen Harze die Verarbeitung sehr storten. Erwiihnt 
sei nur der sehr hohe Gehalt an Leucin. Alle tibrigen Amino- 
siiuren traten an Menge hinter dieser Aminosiure zurtick. 

Endlich haben wir mit Material einer anderen Mumie 
nach der Vorschrift von Kossel auf Diaminoséuren und auf 
Histidin geprift. Lysin und Arginin wurden als Pikrat 
identifiziert und das Histidin als Dichlorhydrat nachgewiesen. 

Anhangsweise sei erwiihnt, daB wir den Wassergehalt des 
asparaginsauren Kupfers genau festgestellt haben, weil das 
Kupfersalz der Asparaginséure zur Abtrennung dieser Amino- 
siiure oft wertvolle Dienste leistet und die Literaturangaben 
einen verschiedenen Wassergehalt aufweisen. Ritthausen!) be- 
rechnet aus der Analyse des lufttrockenen Kupfersalzes 4,5 Mol. 
Wasser. Dieselbe Zahl gibt Hofmeister?) an. Curtius und 
Koch 4) fanden fiir die tiber Schwefelsiiure getrocknete Substanz 
3 Mol. Wasser. Wir gingen bei unseren Bestimmungen von 
der lufttrockenen Substanz aus und bestimmten in dieser den 
Gehalt an Kupfer. Aus dem gefundenen Cu-Gehalt berechneten 
wir den Wassergehalt, wie die folgende Ubersicht zeigt. 


') H. Ritthausen, Asparaginsaéure und Glutaminsiiure, Zersetzungs- 
produkte des Legumins und Konglutins, Journal f. pr. Chemie, I. Folge, 
Bd. CVII, S. 269, 1869. 

*) Hofmeister, Uber die Kupfersalze des Leucins, der Asparagin- 
siiure. der Glutaminsiiure und des Tyrosins. Liebigs Annalen d. Chemie, 
Bd. CLXXXIX, S. 6—44, 1877. 

‘) Curtius und Koch, Reduktion der Diazobernsteinséure, Journal 
f. pr. Chemie, Bd. XXXVIII, S. 486, 1888. 
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4 I. 0,2545 g Substanz gaben 0,0720 g CuO, 
, Il. 0,1671 » , 0.0469 » 

f III. 0,2892 » , » — 0,0808 

' IV. 0.4020 » : 0.1115 > » 


Berechnet fiir C,H,NO,Cu -- 5 H,O: 22,32°/o Cu. 
Gefunden: I. 22,60°%o, II. 22,42°/o, III. 22.820, IV. 22,16%/o. 

Wir haben den Wassergehalt auch direkt bestimmt, indem 
wir asparaginsaures Kupfer bei 140 und 150° bis zur Gewichts- 
konstanz trockneten. Der Gewichtsverlust entspricht einem 
Gehalt von 5 Mol. Wasser. Die Bestimmung erfolgte in der 
Weise, dal wir das lufttrockene Salz in einem evakuierten 
Glasrohr im Olbad erhitzten. Bei 130° gelang es noch nicht, 
das Wasser vOllig auszutreiben. 


I. 0,7967 g Substanz verloren bei 140° 0,2560 g, 


II. 0,4663 » > » 140° 0.1402 
Il. 0,5990 » . » » 150° 0,1910 | 


Berechnet fiir C,H,NO,Cu + 5 H,O: 31,60°/o Wasser. 
Gefunden wurden: I. 32,13°/o, IL. 380,139/o, III. 31,89°/o H,O. 








Synthese von Pelypeptiden. Derivate der o-Aminobuttersaure 
und ihr Verhalten gegeniiber peptolytischen Fermenten. 
Von 
Emil Abderhalden, Hsing Lang Chang und Erich Wurm. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1911.) 


Die a-Aminobuttersiiure ist wiederholt unter den Abbau- 
produkten von Proteinen genannt worden. In keinem Falle wurde 
jedoch der Beweis in einwandfreier Weise erbracht, dab die 
genannte Aminosiiure wirklich vorlag. In neuerer Zeit ist es 
trotz zahlreicher Bemiihungen nicht gegliickt, o-Aminobutter- 
siiure bei der Hydrolyse der verschiedenartigsten Proteine auf- 
zufinden. Damit soll keineswegs gesagt sein, dai die g-Amino- 
buttersiiure in der Natur tiberhaupt nicht vorkommt.  Einige 
Beobachtungen machen es im Gegenteil sehr wahrscheinlich, 
dafi die a-Aminobuttersiiure am Aufbau einiger Proteine be- 
teiligt ist. Um die a-Aminobuttersiiure genauer kennen zu lernen 
und damit ihren Nachweis zu erleichtern, haben wir uns die 
Aufgabe gestellt, mdglichst charakteristische Derivate der a- 
Aminobuttersiiure zu gewinnen. 

Zuniichst wandten wir uns der Frage zu, welche 
der beiden optisch aktiven a-Aminosduren der even- 
tuell in der Natur vorkommenden Form entspricht. 
Zur Loésung dieses Problems priiften wir einmal das Verhalten 
der Hefezelle gegeniiber der racemischen a-Aminobuttersaure. 
Zahlreiche Beobachtungen mit verschiedenen Aminosiuren haben 
ergeben, dai die Hefezelle von den Racemk6rpern hauptsich- 
lich die eine, und zwar die in der Natur vorkommende Kom- 
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ponente angreift. Es bleibt dann der Antipode in ziemlich 
reinem Zustand tibrig. Ferner hat die Erfahrung gezeigt, daf 
racemische Polypeptide von peptolytischen Fermenten asym- 
metrisch gespalten werden. Zerlegt werden nur Komplexe, 
welehe Verbindungen der in der Natur vorkommenden optisch 
aktiven Aminosiiuren enthalten. Diese beiden Beobachtungen 
bilden die Grundlage fiir die Entscheidung der Frage, ob d- 
und l-a-Aminobuttersiure sich gegentiber Fermenten gleich ver- 
halten oder aber Unterschiede zeigen. Wir wollen die Beant- 
wortung dieser Frage gleich vorwegnehmen. 

10 g dl-Aminobutterséiure wurden in Anlehnung an die 
Vorsehrift von Ehrlich in 2 1 destilliertem Wasser gelost. 
Zur Loésung fiigten wir 250 g Rohrzucker und 150 g Hefe 
iasse XII des Instituts fiir Girungsgewerbe). Nach Beendigung 
der Giirung enteiweiften wir die Fliissigkeit nach der Vor- 
schrift von Michaelis und Rona mit Eisenhydroxyd. Diese 
MaBnahme erleichtert die weitere Verarbeitung auferordentlich, 
vor allem nmgeht man das zeitraubende Absaugen der F'liis- 
sigkeit durch ein Berkeland-Filter. Zur Fiillung der kolloiden 
Stoffe sind geringe Mengen von Eisenhydroxyd notig. Die Fil- 
tration nimmt sehr wenig Zeit in Anspruch. Das Filtrat engten 
wir bis zum Sirup ein. Es gelang nicht, die a-Aminobutter- 
siiure durch Krystallisation in reinem Zustand abzutrennen. 
Da wir nicht die Absicht hatten, die Menge der tibrig geblie- 
benen Aminobuttersiiure zu bestimmen, so benutzten wir zur 
Darstellung der reinen Aminosiiure die Estermethode. Wir be- 
‘reiten zu diesem Zwecke den Sirup unter vermindertem Druck 
moglichst vom Wasser, tibergossen dann den Riickstand mit 
absolutem Alkohol und leiteten in diesen trockene, gasformige 
Salzsiure ein. Die Veresterung wurde wiederholt und der 
ster mit Natronlauge und Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt. 
Die aitherische Loésung des Aminobutterséureesters wurde mit 
Magnesiumsulfat getrocknet, der Ather filtriert und abdestilliert 
und der Riickstand mit der zehnfachen Menge Wasser ver- 
seift. Die nach dem Einengen der Lésung auf Zusatz von 
Alkohol ausgefallene Verbindung schmolz nach nochmaligem 
Umkrystallisieren aus ca. 50°/oigem Alkohol bei 298° (korr.). 
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0,1802 g Substanz. Verbraucht 17,40 cem !/10-n-Schwefel- 
suure. 
Berechnet fiir C,H,NO,: 13,6 °/o Stickstoff. 
Gefunden: 13,53 °/o » 
Die Ausbeute an reiner Substanz betrug 1,5 g. 
0,38020 g Substanz wurden in Wasser geldst. Gesamt- 
gewicht der Lésung 8,1810 g. Spez. Gewicht 1,02. Drehung 


20° 


im 1-dm-Rohr bei Natriumlicht 0,12° nach links. [a], = — 3,19”. 
Aus der Mutterlauge der abgeschiedenen Krystalle konnten 

wir durch Alkohol noch etwa 0,5 g Substanz abscheiden. Ihr 

Drehungsvermogen betrug jedoch nur —2,43°. 

Die a-Aminobuttersiiure hat, wie unten angegeben ist, 
ein Drehungsvermégen von 8,12°. Unser Befund von optisch 
aktiver Aminobuttersiiure nach Vergiirung der racemischen 
Verbindung zeigt, dafi von der Hefezelle in erster Linie die 
d-Komponente angegriffen worden ist. Die Spaltung der dl- 
Aminobuttersiiure war, wie die beobachtete geringe Drehung 
zeigt, keine vollstiindige. Eine Wiederholung des Versuches 
gab kein besseres Resultat. 

Wie schon erwiihnt, haben wir zur Entscheidung der 
Frage nach dem Verhalten von d- und |-Aminobuttersiiure gegen- 
iiber Fermenten auch Aminobuttersiiure enthaltende Polypep- 
tide untersucht. Wir haben zu diesem Zwecke die folgenden 
drei Dipeptide in der unten beschriebenen Weise dargestellt : 
Glycyl-dl-aminobuttersiiure, Glycyl-d-aminobuttersiiure und Gly- 
cyl-l-aminobuttersiiure. Auf alle drei Verbindungen liefen wir 
aktiven Hefeprefsaft einwirken. Wie die untenstehenden Ver- 
suche zeigen, wurde Glycyl-l-aminobuttersiure von Hefepreb- 
saft nicht gespalten, dagegen trat bei Verwendung von Gly- 
eyl-d-aminobuttersiure eine deutliche Verinderung der 
Anfangsdrehung auf. Das gleiche war der Fall bei Verwendung 
des Racemkoérpers. Das erhaltene Resultat stimmt mit der bei 
der Spaltung der dl-Aminobuttersiiture mit Hefe gemachten 
Beobaechtung tiberein. Auf Grund der mit den tibrigen Amino- 
siiuren gemachten Erfahrungen miissen wir die d-a-Amino- 
buttersiiure als die ev. in der Natur vorkommende Form 


bezeichnen. 
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Versuch I. 
I. 0.4 g Glycyl-dl-aminobuttersiure gelést in 5 ccm Wasser. 
2 ccm physiologische Kochsalzlésung. 
1 » Hefeprefisaft. 


I]. Kontrollversuch. 7 cem physiologische Kochsalzlisung. 


1 » Hefeprefsaft. 
I. II. 
Zeit Abgelesener Winkel Abgelesener Winkel 
0 Minuten — 0,02° — 0,03 ' 
30 > — 0,02° — 0,02° 
60 > — 0,02° — 0,02 ' 
2 Stunden + 0,02° — 0,02' 
3 > +-0,02° — 0,02° 
B) > +. (0,03 ° — 0,02° 
7 > +-0,04° —= 0.02' 
‘ +- 0,04° —— 0.02° 
18 +. 0,04° — 0,02° 
24 » +- 004° — 0,02° 
38 > +-0.04° — 0,02! 
d0 » +-(0,18° — 0,02° 


Versuch II. 


I. 5 ccm Loésung von 0.4 g Glycyl-dl-aminobuttersiure. 


2  »  physiologische Kochsalzlésung, 
1 » Hefeprefisaft. 
II. 5 ccm Lésung von 0,4 g Glycyl-d-aminobuttersiure. 
2  »  physiologische Kochsalzliésung. 
1 » Hefeprefsaft. 
Hil. 5 ccm Lésung von 0.4 g Glycyl-l-aminobuttersdure. 
2. »  physiologische Kochsalzlésung. 


1 » Hefeprefsaft. 
IV. Kontrollversuch: 7 ccm physiol. Kochsalzlosung. 


1 » Hefeprefsaft. 
Abgelesene Winkel] 
I. I. Ill. IV. 

14.Febr. 9 Uhr 40 Min. vorm. —0,05° —O3£°  -+-0,58° — 0,05° 
10 » 40 —0,03° —032° -+-059° —0,05° 
11 » 40 noe (HRP — 0.999 - -0.59° — 0.05° 
12 » 20 » nachm. —0,01° —0O,28° +0.59° —0.05° 
1 20 + 0,00° —027° +0599 —0,05' 
2 >» 40 + 0.00° —0O,26° +-059° —0,05' 
ao. §) >» +0,00° —0.25° +0599 —0,05' 
Dd » Od — — (),24° 0.00! 
6 05 — — 0,23! — 0,05! 
7 — 4+-O0,01° —0.22° +-059® —0,05' 
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Abgelesene Winkel 


I. II. lil. IV. 

15.Febr. 9 Uhr 45 Min. vorm. + 0,03° —0,18° — — 0,05° 
12 » — » mittags +0,05° —0,18° — — 0,05° 

2 » 45 » nachm. +0,07° —0,18° o- — 0,05° 

> —s »« eee’ ogee —  —065° 

16.Febr. 2 » 45 » > +0,09° —0,18° -= — 0,05° 
6 4 > > +011° —0,18° — — 0,05° 

17.Febr. 10 » 20 vorm. -+0,11° —O18° -+0,59° —0.05° 
6 » 20 » nachm. +011° —0O18° -+0,59° —0.05° 


Darstellung der dl-a-Aminobuttersaure. 


Bei der Gewinnung der racemischen a-Aminobuttersiure 
hielten wir uns an die Vorschrift von Emil Fischer und 
Mouneyrat.!) Kéufliche Buttersiure (Kahl baum) wurde frak- 
tioniert. Die zwischen 155° und 168° tibergehende Fraktion 
wurde mit rotem Phosphor und Brom bromiert. Das Bromie- 
rungsprodukt liefen wir in heifes Wasser eintropfen. Dann 
wurde ausgeiithert und die itherische L6sung nach vorherigem 
Trocknen unter vermindertem Druck destilliert. 

Zur Amidierung wurde die o-Brombuttersiiure mit 25°/oigem 
Ammoniak 3 Tage bei 37° aufbewahrt. 

Zur Zerlegung der dl-a-Aminobuttersiiure in ihre optisch 
aktiven Komponenten benutzen wir die Formylverbindung. Die 
Formylierung fiihrten wir nach der von Emil Fischer und 
O. Warburg?) fiir das Leucin gegebenen Vorschrift aus. Wir 
kénnen uns deshalb auf eine kurze Wiedergabe des Ganges 
der Methode beschriinken. Es sei ein Beispiel angefiihrt. 

100 g dl-a-Aminobuttersiiure wurden 3 Stunden mit 150 g 
wasserfreier Ameisensiiure auf dem Wasserbade erhitzt. Dann 
verdampften wir die Lésung unter vermindertem Druck. Die 
ganze Operation wurde noch zweimal wiederholt. Den kry- 
stallisierten Formylkérper trockneten wir im Vacuumexsikkator 


') Vgl. Emil Fischer und A. Mouneyrat, Spaltung racemischer 
Aminosiiuren in die optisch-aktiven Komponenten, IV., Ber. d. Deutschen 
chem. Gesellsch., Jg. XXXII, S. 2383, 1909. 

?) Emil Fischer und Otto Warburg, Spaltung des Leucins in 
die optisch-aktiven Komponenten mittels der Formylverbindung, Berichte 
d. Deutsch. chem. Gesellsch., Jg. XXXVIII, 8. 3997, 1905. 
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iiber Kaliumhydroxyd. Er wurde dann fein gepulvert und mit 
50 cem n-Salzsiiure verrieben. Dann wurden die Krystalle 
abgesaugt und mit wenig eiskaltem Wasser gewaschen. Die 
Ausbeute an reinem Formylkérper betrug im besten Falle 
68,5°/o. Sie diirfte nach unseren Erfahrungen noch ansteigen. 
Zur Analyse wurde aus Wasser umkrystallisiert und bei 80° 
im Vakuumtrocknungsapparat getrocknet. 

0,1674 g Substanz gaben 0,2807 g CO, und 0,1041 g H,O. 

0,1632 g Substanz. Verbraucht 12,55 ccm !/10-n-Schwefel- 
saure. - 

Berechnet fiir CH, - CH, - CH(NHCOH) - COOH = C,H,NO,: 
C = 45,77°/o H=6,92% N = 10,7°/o 
Gefunden: C = 45,73°/o H = 6,96% N = 10,77%o. 

Die Formyl-dl-aminobuttersaéure krystallisiert aus Wasser 
in Blattchen, aus Alkohol in Nadeln. 

F. gegen 153°. 

Die Verbindung lost sich in etwa drei Teilen kallem Wasser, 
in warmem Wasser ist sie betriichtlich leichter loslich. Leicht- 
lislich in Methyl- und Athylalkohol, schwerlislich in Aceton 
und Benzol, unléslich in Chloroform, Essigester, Petrolither 
und Ather. 

Zur Spaltung der Formy!-dl-aminobuttersiiure verwandelten 
wir die Substanz in bekannter Weise in das Brucinsalz. Die 
genaue Ausfiihrung der Methode sei an einem Beispiel erortert. 

12,2 g Formyl-dl-aminobutterséure wurden unter Er- 
wiirmen in 30 cem absolutem Alkohol gelést. Diese Lésung 
gaben wir zu einer solchen von 36,6 g wasserfreien Brucins 
in 600 cem absoluten Alkohols. Nach Abkiihlen und wieder- 
holtem Kratzen trat Krystallisation ein. Nach 12stiindigem 
Stehen im Eisschrank wurden die Krystalle abgesaugt und mit 
etwas kaltem, absolutem Alkohol gewaschen. Das Gewicht 
der Krystalle betrug 24g. Die alkoholische Mutterlauge ver- 
dampften wir unter vermindertem Druck zur Trockene. Der 
Aiickstand wurde in 100 ccm Wasser aufgenommen, die L6osung 
auf 0° abgekiihlt und mit 50 ccm n-Natronlauge versetzt. Nach 
10 Minuten langem Stehen in Eis wurde abgesaugt und mit 
wenig kaltem Wasser gewaschen. Den Rest des Brucins ent- 
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fernten wir mit Chloroform und Ather. Nun wurde mit 10 ccm 
5fach normaler Salzsiiure neutralisiert und im Vakuum ein- 
gedampft. Den Riickstand nahmen wir in Aceton auf und 
fiillten mit Petroliither. Das so erhaltene Produkt schmolz 
gegen 125°. Es dreht nach links (ca. 30°) und entspricht, wie 
wir nach Abspaltung der Formylgruppe mit 10°/oiger Salz- 
siiure festslellen konnten, der d-Aminobuttersiiure. In ganz 
gleicher Weise setzten wir die Formyl-l-aminobuttersiiure aus 
dem Brucinsalz in Freiheit. Dié Formylverbindung der |-Amino- 
buttersiiure dreht nach rechts. Bei den spiiteren Versuchen 
haben wir die Formylverbindungen nicht mehr isoliert, sondern 
nach Abspaltung des Brucins direkt mit 10°/oiger Salzsiiure 
behandelt. Bei der Feststellung der Eigenschaften der Formyl- 
aminobuttersiure machte sich die relativ leichte Abspaltbar- 
keit der Formylgruppe st6érend geltend. Wir beobachteten zum 
Beispiel, dafi das Drehungsvermégen der Formylverbindungen 
beim Umkrystallisieren sank. Wir kénnen aus diesem Grunde 
vorliiulig keine genauen Angaben iiber das Drehungsvermégen 
geben. Wir haben versucht, die Formylgruppe durch Kochen 
mit Wasser abzuspalten. Wahrend des Kochens leiteten wir 
Wasserdampf durch die Lésung. Das Destillat zeigte deutlich 
saure Reaktion. Die wiisserige L6sung wurde auf ein kleines 
Volumen eingeengt und mit Alkohol gefallt. Die ausgefallene 
Substanz erwies sich als reine Aminobuttersiiure. Aus 1 g For- 
mylaminobuttersdéure erhielten wir auf diesem Wege ohne 
weiteres 0,5 g Aminobuttersiure. 

0.2148 g Substanz. Verbraucht 20,65 cem !/10-n-Schwefel- 
suure. 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

13,6°/o N 13,47 °%/o N. 


Drehungsvermoégen der beiden optisch-aktiven Amino- 
buttersaéuren. 
1. d-Aminobuttersiiure: 0,5427 g Substanz in Wasser ge- 
list. Gesamtgewicht der Lésung 19,3488 g. Spez. Gew. 1,01. 
a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,23° nach rechts. 


[a], = + 8,12°. 
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2. |-Aminobuttersiiure: 0,5952 g Substanz. Gesamtgewicht 

der Lésung: 13,1246 g. mh Gew. 1,01. a@ = 036° nach links. 

[a] 7,86°. ; 

Die gefundenen W erte stimmen mit denen von E. Fischer 

und Mouneyrat') angegebenen gut tiberein — ++ 8,0 und 
7,92 °. 


Dipeptide der a-Aminobuttersaure. 


1. dl-a-Aminobuttersiiure. 


Chloracetyl-dl-aminobuttersiure 
CH,Cl - CO - NH - CH(C,H,) - COOH. 

) ‘“ ee a ae wurden in 104 ccm n-Natronlauge 
celést. Dann gaben wir in der tblichen Weise abwechselnd 
ales (15 g) und 154 cem_ n-Natronlauge hinzu. 
Nachdem mit Salzsiure augesiiuert worden war, wurde mit 
Ather oder Essigiither extrahiert. Nach dem Trocknen des 
Extraktionsmittels mit Natriumsulfat engten wir unter ver- 
mindertem Druck auf ein kieines Volumen ein und fiillten mit 
Petrolather. Die Krystalle wurden abfiltriert und mit Petrol- 
iither gewaschen. Zur Reinigung wurde die Substanz noch 
zweimal in Essigiither aufgenommen und mit Petrolither ab- 
geschieden. Die Ausbeute betrug 80°/o. F. 130° (korr.). 

0,1610 g Substanz gaben 0,2332 g CO, und 0,0775 g H,O. 

0,1752 g Substanz. Verbraucht 9,90 ccm '/10 n-Schwefel- 
siiure. . 

0,1142 ¢ Substanz gaben 0,0910 g Ag(Cl. 

Berechnet fiir C,H, ,NO,Cl (179,5). 
= 40.11% H=—-5,57% Nam 7,80%o Cl=<= 19, 18% 
Gefunden: 

39,50°%/o H=5,35%o N= 7,92%o Cl = 19,71°/o. 

Die sWinvastahakaaes nae ae cilia aus Essig- 
ester -- Petroliither in zugespitzten Bliittchen. Sie lost sich 
leicht in Ather, Essigiither, absolutem Alkohol, Aceton, Chloro- 
form und Wasser. Unldslich in Petroliither. 
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Glycyl-dl-aminobuttersaure. 
CH, - (NH,) - CO. NH - CH(C,H,) « COOH 


8,69 g Chloracetyl-dl-aminobutterséure wurden in 45 ccm 
25°/oigen Ammoniaks gelést. Nach 4tigigem Stehen bei 37° 
wurde die LoOsung unter vermindertem Druck zur Trockene 
verdampft. Zur Entfernung des Chlorammons schittelten wir 
das in Wasser aufgenommene Produkt in gewohnter Weise 
mit Silbersulfat. Nach Entfernung des tiberschiissigen Silbers 
mit Schwefelwasserstoff und der Schwefelsiure mit Baryt engten 
wir das Filtrat vom Baryumsulfat bis zur beginnenden Krystalli- 
sation ein. Durch Zusatz von absolutem Alkohol vermehrten 
wir die Abscheidung. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus ca. 50°/oigem Alkohol schmolz das Dipeptid bei 231 ° (korr.). 
Die Ausbeute betrug 70°/o der Theorie. Es krystallisiert aus ver- 
diinntem Alkohol in auf beiden Seiten zugespitzten Nadelchen. 
Das Dipeptid ist unléslich in Methyl- und Athylalkohol, in Petrol- 
‘ither, Essigiither, Ather, Aceton, Benzol und Chloroform. Leicht 
loslich in Wasser. 

0,1874 g Substanz gaben 0,3100 g CO, und 0,1292 g H,0. 

0,1141 g Substanz. Verbraucht 14,05 ccm 1/10-n-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,,N,0,: 
C = 45,00°9/. H=7,50°%o N = 17,50°/o 
Gefunden : C = 46,12°o H = 7,60%o WN = 17,26°%/o. 


2. d-Aminobuttersiiure. 


Chloracetyl-d-aminobuttersiéiure 
CH,Cl . CO . NH - CH(C,H,) - COOH. 

Die Darstellung dieser Verbindung erfolgte in genau derselben 
Weise, wie sie fiir das racemische Produkt beschrieben worden 
ist. Auch hier reinigten wir durch Lésen in Essigiéther resp. 
Ather und Zusatz von Petroliither. Die Ausbeute war die 
gleiche wie beim Racemkérper. F. gegen 119° (korr.), nach- 
dem die Substanz schon von 112° an gesintert hatte. 

Chloracetyl-d-aminobuttersiiure krystallisiert, in wenig ab- 
solutem Alkohol gelést, nach Zusatz von viel Petroléther in 
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feinen Nadelchen. Die aus Essigiither -+- Petrolither ausge- 
fallene Substanz zeigte keine bestimmte Krystallform. 

Die Verbindung list sich leicht in Essigiither, Ather, Aceton, 
absolutem Methyl- und Athylalkohol, Chloroform und Wasser. 
Schwer léslich in kaltem Benzol, leicht léslich in heiBem. Un- 
lOslich in Petroliather. 

0,1907 g Substanz gaben 0,2816 g CO, und 0,0905 g H,O. 

0,1064 g Substanz. Verbraucht 6,00 cem !/10-n-Schwefel- 
suure. 

0,0992 g Substanz gaben 0,0780 g Ag(Cl. 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: 
C= 40,11°%o H=5b7%o Nam 780% Ci 19,784. 
Gefunden: 
C = 40,2790 H=5,27°%0 N= 7,90°%o Cl = 19,45°%o. 

0,2350 g Substanz in Wasser gelist. Gesamtgewicht der 
Losung 10,4525 g. Spez. Gew.: 1,005. 

a im 1dm-Rohr bei Natriumlicht: 0,41° nach links. 

[a], = — 18,14°. 


Glycyl-d-aminobuttersiiure. 
CH,(NH,)CO . NH - CH(C,H,) - COOH. 


Die Amidierung wurde in der gleichen Weise vorgenommen, 
wie sie beim Racemkérper beschrieben worden ist. Ausbeute 
72°/o der Theorie. 

F. gegen 223° (korr.). Von 215° an Gelbfirbung. 

Glycyl-d-aminobuttersaéure krystallisiert aus verdiinntem 
Alkohol in langen Nadeln. 

Das Dipeptid ist unldslich in Aceton, Ather, Athylalkohol, 
lssigither, Petroliither, Benzol, Chloroform, sehr schwer ldés- 
‘ich in Methylalkohol, leicht léslich in Wasser. 

0,1704 g Substanz gaben 0,2830 g CO, und 0,1143 g H,O. 

0,1467 g Substanz. Verbraucht 18,45 cem !/10-n-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,,N,O, : 
C = 45,00°%. H-= 7; 
Gefunden: C= 45,29 % Hl 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXXII. 3 
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0,3994 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 6,4526 g. Spez. Gew. 1,016. 

a im 1dm-Rohr bei Natriumlicht: 0,77° nach links. 

[a}, = — 12,240. 

Fiir das Drehungsvermogen der Glycyl-l-aminobuttersiiure 
haben wir einen betrichtlich héheren Wert gefunden. Wir 
miissen daher annehmen, daf bei der Darstellung der Glycyl-d- 
aminobuttersdure betrichtliche Racemisierung eingetreten ist. 


3. |1-Aminobuttersiure. 


Chloracetyl-l-aminobuttersiure. 
CH,Cl - CO . NH . CH(C,H,) - COOH. 

Uber die Darstellung der Chloracetyl-l-aminobuttersiure 
und die Isolierung des Kupplungsproduktes sowie tiber die Aus- 
beute ist nichts von dem bei den bereits geschilderten ent- 
sprechenden Verbindungen Mitgeteilten Abweichendes zu be- 
richten. 

KF. 119° (korr.) 

Krystallisiert aus Essigéther -- Petrolather in langen 
Nadeln. Léslichkeit wie bei der Chloracetyl-d-aminobuttersiure. 

0,1568 g Substanz gaben 0,2319 g CO, und 0,0800 g H,0. 

0,1930 g Substanz. Verbraucht 10,95 cem !/10 n-Schwefel- 
sdure. 

0,1356 g Substanz gaben 0,1070 g Ag(Cl. 

Berechnet fiir C,H,,NO,CI: 

C = 40,11°/o H = 5,57°/o N = 7,80°/o Cl = 19,78° 
Gef.: GC = 40,33 °/o H = 5,67°/o N = 7,96 °/o Cl = 19,52 %/o. 

0,3880 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 6,3364 g. Spez. Gew. 1,015. 

a im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht: 1,18° nach rechts. 

[a] 5 = -++ 19,00°. 


Glyeyl-l-aminobuttersaure. 
CH,NH, - CO - NH - CH(C,H,) - COOH. 
Uber die Gewinnung dieses Dipeptids ist besonderes nicht 
auszusagen. Ausbeute 73°/o der Theorie. 
K. gegen 222° (korr.). Bei 215° Gelbfiirbung. 
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Krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in zu _ Biischeln 
vereinigten Nadeln. Ldéslichkeit wie bei der Glycyl-d-amino- 
buttersaure. 

0,1587 g Substanz gaben 0,2583 g CO, und 0,1083 g H,0. 

0,1660 g Substanz gaben 0,2720 g CO, und 0,1219 g H,O. 

0,1263 g Substanz. Verbraucht 15,90 cem !/10-n-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,H,.N,93: 
C = 46,00°%o H=7,50°%o N = 17,50°%o. 
Gefunden: C = 44,39 °/o H=7,58°%o N = 17,64 %. 
C = 44,690 H = 8,16 lo. 

0,3996 g Substanz in Wasser gelést. Gesamtgewicht der 
Losung 6,4626 g. Spez. Gew. 1,017. 

a im 1dm-Rohr bei Natriumlicht: 1,15° nach rechts. 


[a], = + 18,29°. 





Im AnschluB an diese Versuche haben wir nach einer 
\ethode gesucht, um fiir die Darstellung der d-Brompropion- 
siiure l-Alanin leichter zuginglich zu machen. Bei der Spaltung 
von dl-Alanin mit Hefe erhalt man ]-Alanin sehr oft in relativ 
geringer Ausbeute. Das Ausgangsmaterial ist kostspielig und 
die Verarbeitung zeitraubend. Sie laBt sich zwar, worauf wir 
bereits oben hingewiesen haben, durch Behandlung der ver- 
girten Fliissigkeit mit Eisenhydroxyd betrichtlich abkiirzen. 
lmmerhin macht die Isolierung der in Wasser leicht léslichen 
Aminosiure Schwierigkeiten. Wir versuchten, ausgehend von 
dem sehr leicht zuginglichen d-Alanin, mit Hilfe der Walden- 
schen Umkehrung zu l-Alanin zu gelangen. Die Vorversuche 
ergaben, daB bei der Amidierung leicht Racemisierung eintritt. 
Wir suchten deshalb nach Bedingungen, unter denen méglichst 
optisch reines ]-Alanin zu erhalten ist. Die besten Resultate 
erhielten wir, wenn wir bei Zimmertemperatur mit 10°/o igem 
wisserigem Ammoniak amidierten. Wir lieBen das Ammoniak 
drei Tage einwirken. Das folgende Beispiel gibt einen Einblick 
in die erhaltenen Resultate: 


See Sees 
~ 








00 Abderhalden, Lang Chang und Wurm, Uber Polypeptiden. 


25 g |-Brompropionsiiure (gewonnen aus 20 g d-Alanin 
aus Seide) ([a} oo des salzsauren Salzes +- 10,5°) lieferten bei 
dreitiigigem Stehen mit 50 ccm 10°/oigem Ammoniak © g 
d-Alanin. [a], — 10,3° (salzsaures Salz). 

Die Ausbeute ist vorléufig noch keine gute. Sie lat sich 
jedoch steigern, wie weitere Versuche ergeben haben. 









































Uber die Verwendung von Triketohydrindenhydrat') zum Nach- 
weis von Eiweifistoffen und deren Abbaustufen. 


Von 
Emil Abderhalden und Hubert Schmidt. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 








(Der Redaktion zugegangen am 24, Marz 1911.) 


Herr Prof. Ruhemann in Cambridge hatte die grobe 
Freundlichkeit, uns das von ihm dargestellte Triketohydrinden- 
hydrat, das, wie er selbst!) gefunden hat, mit Eiweifstoffen, 
Peptonen und Aminosiiuren, selbst in grofer Verdiinnung, Blau- 
firbung gibt, zum Nachweis von Proteinen und ihren Abbau- 
stufen im Tier- und Pflanzenorganismus zu iiberlassen. Wir 
haben zuniichst eine groBe Anzahl verschiedenartiger Verbin- 
dungen auf ihr Verhalten gegentiber dem Reagens gepriift, um 
festzustellen, ob das Reagens fiir bestimmte Klassen von Ver- 
bindungen typisch ist. Die folgende Tabelle gibt einen Uber- 
blick tiber die erhaltenen Resultate: 


Eiereiweif —+- Oxyprolin — (rot, eosin- 
SerumeiweiB +- farben). 
Glykokoll -+- Tryptophan -- 
Alanin -+- Histidin ++, nach einiger Zeit 
Valin +- burgunderrot. 
Leucin -- Arginin -+- 
lsoleucin —- Lysin +- 
Asparaginsaure -+- Pyrrolidoncarbonsiure — 
Glutaminsdéure —- Asparagin -- 
Glutaminséuremonoiathyl- Glutamin —- 

ester —-- a-Aminobuttersiure -+- 
Phenylalanin -—- a-Amino-y-oxyvalerian- 
Tyrosin +- siiure -{- 
Serin -- Diaminopropionsiiure +- 
Cystin -L Glukosamin — 
Prolin — (Gelbfirbung). Glukosaminsiure -+- 


") Siegfried Ruhemann, Triketohydrindene Hydrate. Trans- 
actions of the Chemical Society. Vol, XCVII, S$. 2025, 1910. 
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Glykocyamin — 
Guanidoisocapronsaure — 
Diglyceryl-tyrosinather -+ 
Glyeyl-glycin -- 
Glyeyl-alanin -+- 
Glyeyl-tyrosin +- 
Glyeyl-leucin -- 
Glycyl-tryptophan -+- 


Erepton (vollstandig abge- 

bautes Fleisch) +- 
Glycinanhydrid — 
Alaninanhydrid — 
Leucinimid — 
Serinanhydrid — 
Alanyl-glycinanhydrid — 
Harnsiiure — 


Alanyl-glycin —- Alloxan — 

Alanyl-alanin -+- Uracil — 

Alanyl-leucin -- Alloxantin — 
Alanyl-tyrosin -- Guanidincarbonat — (nach 
Leucyl-glycin -- einiger Zeit rotlich) 
Leucyl-alanin -- Guanin — 


Diglyeyl-glycin —+- Allantoin — 


| 
Leucyl-triglycyl-leucin —-- Sarkosin -|- (rot) 


Leucyl-oktaglycyl-glycin —+- Hippurséure — 

Leucyl-triglycyl-leucyl-okta- Suprarenin — 
elyeyl-glycin -- Harnstoff — 

Albumose aus Seide -+- (Rot- Ammoniak rotbraun 
violett) Ammoniumcarbonat rot 


Pepton aus Seide -+ Essigsaures Ammon — 

Pepton aus Wolle -+ (Rot- Oxalursaures Ammon — 
violett) Hydroxylaminchlorhydrat — 

Pepton aus Cheefoo-Seide -+- Homogentisinsiéiure — 
(R6tlich) 

Aus der Zusammenstellung geht klar hervor, dai Eiweib- 
stoffe mit dem Reagens eine intensive Blaufiirbung geben. 
Auch die Peptone zeigen eine deutliche Reaktion. Alle bis 
jetzt untersuchten Polypeptide gaben gleichfalls Blaufarbung. 
Das gleiche gilt fiir die untersuchten a-Aminoséuren. Auch 
das Isoserin gab geringe Blaufirbung und ebenso das B-Alanin. 
Da jedoch die Reaktion bei verschiedenen Praparaten ver- 
schieden stark ausfiel, ist die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daf bei der Empfindlichkeit der Reaktion Verunreinigungen in 
Betracht kommen. Von den a-Aminosiiuren machen eine Aus- 
nahme das Prolin, Oxyprolin und die Pyrrolidoncarbon- 
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siiure. Diese drei Siiuren besitzen keine Amino-, sondern eine 
‘minogruppe. Bei allen drei Verbindungen gab ihre Lésung 
nach Zusatz des Reagenses keine Blaufirbung. Nach den bis- 
herigen Erfahrungen tritt eine Blaufiirbung nur dann auf, wenn 
neben einer freien Aminogruppe eine freie Carboxyl- 
gruppe vorhanden ist. Von beiden Gruppen kénnen die Ver- 
bindungen auch mehrere besitzen. Ob im Einzelfalle die Stellung 
der Aminogruppe zum Carboxyl von Bedeutung ist, bedarf 
noch einer weiteren Priifung. 

Wie aus der Tabelle weiterhin hervorgeht, geben die 
Diketopiperazine keine Blaufarbung. Das Triketohydrindenhydrat 
ist ein vorziigliches Reagens auf die Reinheit der Diketopiper- 
azine. Die geringste Beimengung von Aminosiiuren oder Poly- 
peptiden gibt sich an der eintretenden Blaufiirbung zu erkennen. 
Glukosamin gibt keine Farbung, wohl aber die Glukosamin- 
siiure. Die untersuchten Purinbasen, die Harnsiiure und das 
Uracil gaben keine Blaufiirbung. Firbungen treten auf mit 
alkalischen, speziell ammoniakalischen Lésungen. Wir be- 
obachteten in keinem Falle Blaufarbung. Fast in allen Fallen 
trat sofort eine rotbraune Fiirbung auf. Ammoniak kann die 
Farbreaktion stéren. Ist solehes vorhanden, dann wird es 
am besten durch Verdampfen der Lésung vertrieben. Erwahnt 
sei noch, daB die Haut sich mit dem Reagens intensiv blau firbt. 

Wir beniitzten zu unseren Versuchen eine LOsung von 
0,1 g des Reagenses in 30 ccm, und in einzelnen Fallen in 
‘(0 cem Wasser. Von dieser Lésung gaben wir zu der zu 
prifenden Fliissigkeit (jeweils ca. 1 com) 1—2 Tropfen. Dann 
erhitzten wir kurze Zeit bis zum Sieden. Beim Abkiihlen zeigt 
sich dann beim positiven Ausfall der Reaktion eine mehr oder 
weniger intensive Blaufiirbung. Von grofer Bedeutung fiir den 
Ausfall der Reaktion ist die Reaktion der zu priifenden Lisung. 
Sie muB neutral sein. [st die Reaktion schwach sauer, dann 
erhilt man ebenfalls Blaufarbung, jedoch mit einem Stich ins 
NOtliche. Ist die Reaktion stirker sauer, dann tritt Rot- 
violett bis Rotfarbung ein. SchlieBlich kann die Firbung auch 
ganz ausbleiben. Sehr stérend ist alkalische Reaktion. Sie 
verhindert das Zustandekommen der Blaufaérbung. Wir haben 
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bei all unseren Versuchen streng darauf geachtet, daf die 
Reaktion neutral war. 

Kine gréfere Reihe von Untersuchungen haben wir an- 
gestellt, um zu _ priifen, welche Mengen von Aminosiiuren 
noch eine deutliche Reaktion geben. Ferner priiften wir 
den Einflu8 von Neutralsalzen. Es ergab sich, dab diese die 
Reaktion nicht stéren, sondern eher begiinstigen. Glykokoll 
ergab bei Anwendung des Reagenses in einer Verdiinnung von 
0,1 g in 30 ccm Wasser, bei Verwendung von 0,1 ccm dieser 
Losung noch eine deutliche Reaktion bei einer Verdiinnung von 
1:10000. Alanin lief sich unter den gleichen Bedingungen 
ebenfalls noch in einer Verdiinnung von 1: 10000 sehr scharf 
nachweisen. l-Tyrosin verlangte eine grofere Konzentration 
(1: 5000). Noch verdiinntere LOsungen der genannten Amino- 
siiuren gaben gleichfalls unter giinstigen Bedingungen noch 
eine Reaktion; jedoch ist die Fiarbung nicht mehr sehr aus- 
gesprochen. Wir betrachten die oben angegebenen Verdiin- 
nungen als die Grenze, bis zu der Aminosduren mit Sicherheit 
nachgewiesen werden k6nnen. 

Wir haben zuniichst im Harn und im Blute nach vor- 
heriger Abtrennung der Eiweifstoffe auf Produkte gefahndet, 
welche mit dem Reagens eine Firbung geben. Im Harn ent- 
fernten wir eiweifartige Stoffe durch Dialyse. Zur Enteiweifung 
des Blutes verwendeten wir das Verfahren von Michaelis 
und Rona (Eisenhydroxyd). 

Beim Harn priiften wir stets vor der Dialyse und dann 
das Dialysat und den nicht dialysierbaren Teil fiir sich. In 
allen Fiillen erhielten wir mit dem ganz frischen Harn vom 
Menschen eine positive Reaktion. Meist gaben auch das Dialysat 
und der Inhalt des Dialysierschlauches Blaufirbung. Wir haben 
auch Pferde-, Rinder- und Hundeharn untersucht. Auch hier 
erhielten wir beim ganz frischen Harn fast durchweg eine 
positive Reaktion. Wir werden die gesamten Erfahrungen mit- 
teilen, wenn wir iiber ein gréSeres Material verfiigen. 

Das enteiweibte Blut engten wir unter vermindertem 
Druck bis auf 50 ccm ein. Im allgemeinen verwandten wir 
500—600 ecem Blut vom Pferd, vom Rind und vom Hund. 
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Sowohl beim Harn als bei den Blutproben stiefen wir bei 
Anstellung der Reaktion auf Schwierigkeiten. Es zeigte sich, 
daB, wie oben erwiihnt, die Reaktion des Mediums von aus- 
schlaggebender Bedeutung ist. Um in jedem Falle vor Tiiu- 
schungen bei negativem Ausfall der Reaktion sicher zu_ sein, 
gaben wir zu der mit Natriumbicarbonat sorgfiiltig neutralisierten 
Lisung soviel Glykokoll hinzu, als nach unseren Vorstudien 
eben noch nachweisbar war. Wurde dann die Reaktion positiv, 
wihrend die Kontrollprobe ohne Glykokollzusatz unter sonst 
ganz gleichen Bedingungen negativ blieb, dann war der Schlub 
berechtigt, da6 nicht die Zusammensetzung der F'liissigkeit 
schuld am negativen Ausfalle der Reaktion war. Dagegen lag 
noch die Méglichkeit vor, daf die Konzentration der eventuell 
vorhandenen Aminosiiuren oder sonstigen Eiweifabbauprodukte 
eine so geringe war, dab sie fiir den Nachweis mit dem Reagens 
nicht geniigten. Wir engten deshalb auf ein noch geringeres 
Volumen ein und priiften dann wiederum mit dem Reagens. 
In manchen Fillen gelang es, auf diese Weise noch eine po- 
sitive Reaktion hervorzurufen. Was nun unsere _bisherigen 
Erfahrungen mit enteiweiftem Blut anbetrifft, so erhielten wir 
in fast allen Fallen eine deutlich positive Reaktion. Wir sind 
vorlaufig nicht in der Lage, anzugeben, welcher Natur die im 
enteiweiBten Blute vorhandenen, die Reaktion bewirkenden 
Verbindungen sind. Wir haben alle, eine positive Reaktion 
gebenden Liésungen vereinigt. Die gesamten Loésungen ent- 
sprachen ca. 81 Blut. Die auf 210 cem eingeengte Fltissigkeit 
enthielt 2,2764 g Stickstoff. Sie gab keine Biuretreaktion. 
Ebenso fielen alle Reaktionen auf Aminosiéiuren — ‘Tyrosin, 
Tryptophan, Cystin, Histidin — negativ aus. Die Frage, ob 
in dem angewandten Blut urspriinglich Peptone vorhanden 
waren, muf hier ausscheiden, weil noch nicht mit Sicherheit 
erwiesen ist, ob bei der angewandten Art der Enteiweibung 
Peptone bestimmter Art mitgerissen werden. Versuche mit 
einigen Peptonarten — Seidenpeptone, Witte-Peptone, Peptone 
aus Horn und mit Ammonsulfat aussalzbare Peptone aus Horn 
und aus Seide —- ergaben, dafi diese nach der Enteiweifung 
noch nachweisbar waren. Doch erscheinen uns die Versuche 
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noch nicht umfangreich genug, um die Eisenhydroxydmethode 
zur Entscheidung der Frage nach dem Vorkommen von Pep- 
tonen im Blute heranzuziehen. Nach allen sonstigen, im Laufe 
der letzten Jahre gesammelten Erfahrungen sind normalerweise 
die Biuretreaktion gebenden Stoffe im Blute nicht vorhanden. 
Nur in einigen Fiillen schwerer Tuberkulose konnten wir 
Peptone im Blute nachweisen. 

Die von uns beobachtete Reaktion mit dem Reagens 
— die Reaktion war auch bei:der eingeengten Fliissigkeit noch 
stark positiv — kann nur bedingt sein durch Verbindungen, 
die mindestens eine Carboxylgruppe und eine Aminogruppe 
enthalten. Die gewohnlichen Peptone sind nach unseren Be- 
obachtungen, wie schon erwaéhnt, ausgeschlossen. Es kann 
sich nur um abiurete Eiweifabbauprodukte oder andere min- 
destens eine Amino- und Carboxylgruppe tragende Verbindungen _ 
handeln. Von bekannten Verbindungen kiimen in Betracht 
Aminosiiuren, einfacher gebaute, die Biuretreaktion nicht gebende 
Polypeptide, und ferner die im blinte nachgewiesenen Oxy- 
proteinsiiuren. Wir haben uns zuniichst mit Hilfe der Formol- 
titration (SGrensen) davon tiberzeugt, dai Verbindungen vor- 
liegen, die eine Aminogruppe enthalten. Wir bestimmten zu- 
erst den Ammoniakgehalt der Lésung. Es kamen von dem in 
der enteiweibten Fliissigkeit vorhandenen Stickstoff 1,680 g 
Stickstoff auf Ammoniak; Aminostickstoff waren vorhanden 
0,378 g. Um festzustellen, ob Aminosiuren im freien Zustande 
im Blute vorhanden sind, haben wir die enteiweibte Fliissigkeit 
(ca. 8 Liter Blut entsprechend) in zwei Teile geteilt. Die eine 
Hiilfte wurde unter vermindertem Druck bei 40° des Wasser- 
bades zur Trockene verdampft. Den Riickstand tibergossen 
wir mit zirka dem zwanzigfachen Volumen absoluten Alkohols. 
Dann leiteten wir unter Kihlung trockene, gasformige Salz- 
siiure ein. Die Veresterung wurde unter gleichen Bedingungen 
wiederholt. Wir arbeiteten besonders sorgfaltig, um eine Hydro- 
lyse von komplizierter gebauten Produkten zu vermeiden. Wir 
setzten dann in der gewohnten Weise die Ester mit Natrium- 
hydroxyd und Kaliumearbonat in Freiheit. Die getrocknete 
‘itherische L6sung wurde vorsichtig unter vermindertem Druck 
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bei Zimmertemperatur verdampft. Der Riickstand zeigte den 
typischen Geruch der Aminosiiureester nicht. Wir verseiften 
den Rtckstand durch Kochen mit der zirka zwanzigfachen 
Menge Wassers, bis die anfangs deutlich alkalische Reaktion 
verschwand. Dann verdampften wir zur Trockene. Es lieB sich 
keine der bekannten Aminosiiuren mit Sicherheit nachweisen. 

Die zweite Hiilfte der enteiweiften Fliissigkeit erhitzten 
wir mit rauchender Salzsiure, um eventuell vorhandene Amino- 
siiuren in Bindung enthaltende Produkte zu spalten. Das Hydro- 
lysat verdampften wir zur Trockene. Der Riickstand wurde 
unter denselben Bedingungen verestert, wie oben angegeben. 
Auch hier setzten wir die Ester in Freiheit. Es war ein 
schwacher Geruch nach Aminosiiureester nachweisbar, doch 
cliickte es auch hier nicht, Aminosiiuren zu identifizieren. 

Es sind im hiesigen Institut umfassende Untersuchungen 
liber das Vorkommen von Eiweifabbauprodukten und Amino- 
siiuren im Blute, in anderen Korperfliissigkeiten und in Organ- 
preBsiften im Gange. Wir beniitzen das Reagens als Indikator 
auf derartige Produkte. Fiallt die Reaktion positiv aus, dann 
ist das fiir uns ein Hinweis darauf, daf es sich lohnt, an grofen 
Mengen der betreffenden Fliissigkeit zu priifen, welche Ver- 
bindungen der Reaktion zugrunde liegen. Nach unseren bis- 
herigen Erfahrungen sind sehr grofe Mengen von Blut ndtig, 
um eine eindeutige Entscheidung der Frage nach dem Vor- 
kommen von Eiweifiabbauprodukten im Blute zu ermdglichen. 
Die vorliegende Mitteilung soll nur auf den hohen Wert des 
Ruhemannschen Reagens auf Korper, die mindestens eine 
Aminogruppe und eine Carboxylgruppe besitzen, hinweisen. Wir 
heben noch hervor, daf nur die Blaufiirbung nach den bis- 
herigen Erfahrungen entscheidend ist. Wichtig ist, das sei 
nochmals betont, dafi die Reaktion der zu priifenden Fliissigkeit 
neutral ist. Zu empfehlen ist in allen Fiillen eine Kontrolle 
unter Zusatz der eben gerade noch nachweisbaren Menge einer 
Aminosiure. 














Beitrag zur Kenntnis methylierter Polypeptide. 
Von 


Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Marz 1911.) 
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Das Interesse an methylierten Aminosiiuren ist in neuerer 
Zeit durch die Befunde von E. Schulze und Trier’) und ferner 
von Engeland,?) wonach ein inniger Zusammenhang zwischen 
Vertretern der Gruppe der betaine und bestimmten Aminosiiuren 
besteht, ein besonders lebhaftes geworden. Wir haben uns, 
angeregt durch diese Arbeiten, die Frage vorgelegt, ob im 
Eiweif nicht Verbindungen vorkommen, die in direkten Be- 
ziehungen zu den Betainen und ihren Verwandten stehen. Um 
dieses Problem in Angriff nehmen zu kénnen, schien es uns 
notwendig, das Verhalten von Verbindungen von Aminosiiuren 
mit Kérpern vom Charakter der Betaine zu studieren. Einma! 
interessierten uns die physikalischen und chemischen Eigen- 
schaften derartiger Substanzen und ferner ihr Verhalten gegen- 
iiber Fermenten. Von besonderer Bedeutung ist ferner das 
Verhalten solcher Kérper bei der Hydrolyse mit Saéuren und 
Alkalien. Auf Grund derartiger Studien muf sich ein Weg 
finden lassen, um zu priifen, ob Verbindungen der erwiihnten 
Klasse im Eiweifi vorkommen. 

Wir gingen bei unseren Versuchen zunichst von Dipep- 
tiden aus. Die Methylierung bewirkten wir nach der Vorschrift 








') KE. Schulze und G. Trier, Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S$. 46--58 
und S. 59 (1910). 

*) R. Engeland, Uber erschépfende Methylierung einiger Amino- 
siuren. Ber. d. Devisch. chem. Ges., Bd. XLII, S. 2662—2664 (1910) 
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von P. Griefi.!) Wir verwendeten zu den ersten Versuchen 
dl-Leucyl-glycin und Glycyl-l-tyrosin. Unter den zuerst ge- 
wiihlten Bedingungen gelang es uns nicht, die gewiinschten 
Verbindungen zu erhalten. Ein Beispiel mége den eingeschlagenen 
Weg erléutern. 

10 g dl-Leucyl-glycin wurden in reichlich der berechneten 
Menge (3 Mol.) 25°/oiger Kalilauge gelOst und dann Methyljodid 
(3 Mol. 22,7 g) und das doppelte Volumen Methylalkohol zu- 
cegeben. Nun wurde eine halbe Stunde am _ Riickflufkiihler 
gekocht, darauf noch 5 g Methyljodid zugesetzt und das Ge- 
misch bei Zimmertemperatur tiber Nacht aufbewahrt. Die 
Reaktion war noch stark alkalisch. Nachdem mit verdiinnter 
Salzsiure neutralisiert worden war, kochten wir zur Vertrei- 
bung des tiberschtissigen Methyljodides und des Methylalkohols 
‘/4 Stunden auf dem Wasserbad. Nun verdiinnten wir mit 
Wasser auf 300 ccm und fiillten mit 10°/oiger Phosphorwolfram- 
siiureldsung. Der pulverige, weibe Niederschlag wurde abgesaugt 
und mit Wasser gewaschen. Zur Zerlegung des Phosphor- 
wolframates schiittelten wir den in Wasser suspendierten Nieder- 
schlag mit einem Uberschu8 von Barythydrat. Das Filtrat vom 
Baryumphosphorwolframat befreiten wir mit Schwefelsiiure 
vom tiberschiissigen Baryt. Proben der bis auf ca. 600 ccm 
unter vermindertem Druck eingeengten Losung gaben mit alko- 
holischer PikrinsiiurelOsung einen krystallinischen, gelben Nieder- 
schlag. Auf Zusatz von sehr verdiinnter LOsung von salzsaurer 
Platinchlorwasserstoffsiure erfolgte Abscheidung gelbgefiirbter 
Krystalle. Mit verdiinnter salzsaurer Goldchloridlésung trat 
unter den gewdhlten Bedingungen keine Abscheidung auf. Das 
gleiche Resultat erhielten wir bei Zusatz von verdiinnter Salz- 
saure und Sublimatlisung. 

Um das entstandene Produkt zu identifizieren, gaben wir 
zu 150 ccm der oben erwéhnten Lésung eine konzentrierte 
wisserige, salzsaure LOsung von 6 g Platinchlorid. Die ent- 
standene Fillung — ein ockergelbes Pulver — wog nach dem 
Trocknen bei 100° 5 g. Die Zusammensetzung des erhaltenen 


') P. Griess, Ber. d, Deutsch. chem. Ges., Bd. VI, S. 586 (1873). 
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Platinsalzes und seine Eigenschaften zeigten, dai eine uner- 
wiinschte Zwischenreaktion eingetreten war. Wir dnderten 
deshalb die Bedingungen und arbeiteten in der Kiilte. Beim 
dl-Leucyl-glycin war der Versuch erfolgreich. Das erhaltene 
Platinsalz steht nach seiner Zusammensetzung im Einklang mit 
der erwarteten Trimethyl-leucyl-glycinverbindung : 


Cap > CH CH, + CH CO-NH- CH, COOH resp. 
re | 
| CH, 


| 


N - CHs 


~CH, 

OH 

>» CH - CH, - CH- CO. NH - CH, - CO. 
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“CH, 
N<cH 
No 


Auch das Goldsalz zeigte die entsprechende Zusammen- 
setzung: C,,H,,0,N,, AuCl,. 

Die Bedingungen, unter denen wir arbeiteten, ergeben 
sich aus dem folgenden Beispiel: 

2 g dl-Leucyl-glycin werden in 10,6 cem_ n-Kalilauge 
(= i Mol.) und 100 ccm Methylalkohol gelést. Man fiigt zu- 
nichst 4 ccm n-Kalilauge, 2—3 g Jodmethyl hinzu und lift 
bei gewOhnlicher Temperatur stehen. Nach einigen Stunden 
ist die Reaktion der Lésung schwach alkalisch. Es werden 
wieder 2 g Jodmethyl zugefiigt. Nach 17 Stunden zeigt die 
Losung bereits nur noch senr schwach alkalische Reaktion 
gegen Lackmus. Man fiigt wieder einige Tropfen Kalilauge 
hinzu und dann einige Tropfen Jodmethyl. Mit dem portions- 
weisen Zusatz einiger Tropfen Methyljodids und, sobald die 
Reaktion nur noch schwach alkalisch ist, von Kalilauge wird 
in Zwischenriiumen von !/2 bis 1 Tag fortgefahren, bis die fiir 
das angewandte Leucyl-glycin berechnete Menge von 3 Mol. 
Kalilauge und reichlich die fiir 3 Molekiile berechnete Menge 
Methyljodid (4,53 g) zugesetzt ist. 

Die filtrierte Loésung wird nun mit dem 3—4fachen Vo- 
lumen Wasser verdiinnt und dann mit der erforderlichen Menge 
10°/oiger Phosphorwolframsiiure versetzt, wobei ein schwerer 
weiler Niederschlag fiillt. Er wird sogleich abgesaugt, mit 
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Wasser aufgeschlemmt und mit einer wiisserigen Aufschlemmung 
von Barythydrat durchgeschiittelt. Hiernach wird sofort abge- 
saugt, die Losung mit verdiinnter Schwefelsiiure genau neu- 
tralisiert und dann unter vermindertem Druck bei niedriger 
Temperatur bis auf ca. 100 ccm eingeengt. 

Abscheidung des Trimethylleucyl-glycins als Chlor- 
platinat (C,,H,,0,N,), - PtCl,: 

Zu diesem Zwecke wurde die konzentrierte Losung mit 
i‘, Volumen absoluten Alkohols verdiinnt und dann mit der 
anniihernd berechneten Menge (1 Mol.) Platinchloridchlorwasser- 
stoffsaure in wisseriger Losung (ca. 20 ccm) versetzt, worauf 
sich in reichlicher Menge, besonders nach mehrstiindigem Stehen 
im Eisschrank, das erwartete Platindoppelsalz abschied. Zur 
Reinigung wurde es aus 45 ccm heifen Wassers umkrystallisiert. 
Die Ausbeute an umkrystallisiertem, reinem, bei 120° getrock- 
netem Salz betrug 1,6 g. 

Zur Analyse wurde das Salz bei 120° getrocknet. 

0,2545 g Substanz gaben 0,2823 g CO, und 0,1193 H,0. 

0,2836 g Substanz lieferten nach dem Gliihen 0,0638 g Pt. 
Berechnet fiir (C,,H,,0,N,),- PtCl, (Molekulargew. 870) : 

C = 30,34°/o0 H = 5,29%o Pt 22,41 °/o 
Gefunden: 30,25 °/o 5,210 22,490. 

Das Trimethylleucyl-glycin-chlorplatinat krystallisiert aus 
Wasser in schénen orangeroten, prismen- oder tafelartigen 
Krystallen. Es lost sich ziemlich schwer in heifem Wasser 
und nur auferordentlich schwer in kaltem Wasser. 

Trimethyl-leucyl-glycin-chloraurat, C,,H,,0,N,, 
AuC],. 

0,9 g des oben beschriebenen Platindoppelsalzes wurden 
in ca. 100 ccm heifen Wassers gelést und in der Hitze mit 
Schwefelwasserstoffgas gesiittigt. Es wurde dann vom Platin- 
sulfid abfiltriert und auf dem Wasserbade bis auf etwa 30 ccm 
eingeengt. Zu dieser LOsung wurden einige Tropfen Salzsiiure 
und ca, d cem einer 10°/oigen Goldchloridlésung gefiigt, worauf 
sich das orangegelbe Goldsalz krystallinisch abschied. Aus der 
Mutterlauge wurde durch Einengen auf dem Wasserbade bis 
ca. 10 ccm noch eine weitere Menge (0,2 g) des Goldsalzes in 
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grofen, siiulenartigen Krystallen erhalten. Die Ausbeute ent- 
sprach fast der theoretisch zu erwartenden. 


Zur Analyse wurde bei 100° getrocknet. 
0,2355 g Substanz gaben nach dem Glihen 0,0818 g Au. 


Berechnet fiir C,,H,,0,N, - AuCl,: (Molekulargewicht 570.) 
Au — 34,596 9/9 
Gefunden: Au = 34,73 °/o. 


Das Goldchlorid-Doppelsalz krystallisiert aus Wasser in 
schonen orangegelben, prismenartigen Krystallen. Sie schmelzen 
bei ca. 170—172°, nachdem bereits vorher merkliche Erwei- 
chung eingetreten ist. Uber 180° findet Aufschiiumen und 
Briiunung statt. 

Zur weiteren Charakterisierung des Trimethyl-dl-leucyl- 
glycins stellten wir noch das Pikrat dar. 

Wir lésten zu diesem Zwecke 0,2 g des Aurates in 
10cem Wasser, siittigten die Lésung mit Schwefelwasserstof, 
filtrierten vom Schwefelgold ab und erwarmten zur Vertreibung 
des NSchwefelwasserstoffes die Trimethyl-leucyl-glycin-chlor- 
hydratlésung kurze Zeit auf dem Wasserbade. Dann wurde zur 
Entfernung des Chlors mit Silbersulfat geschtittelt, vom Chlor- 
silber und ungeldsten schwefelsauren Silber abfiltriert, die L6sung 
zur Befreiung des Silbers mit Schwefelwasserstoff gesiittigt und 
zur Verjagung des letzteren wieder kurze Zeit auf dem Wasser- 
bade erwiirmt. Die Schwefelsiure wurde schlieBlich in ge- 
wohnter Weise quantitativ mittels Barythydrates entfernt. 

Zur Darstellung des Pikrates wurde nun die Losung des 
freien Trimethyl-leucyl-glycins auf dem Wasserbade bis auf ca. 
2cem eingeengt und dann mit einer alkoholischen Pikrinséure- 
losung versetzt, worauf sich nach kurzem Stehenlassen in 
reichlicher Menge das gelbgefiirbte Pikrat krystallinisch ab- 
schied. Zur Reinigung wurde es nochmals aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert, wobei es jedoch seinen Schmelzpunkt 
nicht mehr veriinderte. 

Das Pikrat schied sich aus wiisserigem Alkohol in schonen, 
feinen, scharf abgegrenzten, zitronengelb gefairbten Siulen ab, 
die, nach dem Trocknen bei 110°, bei 225—226° (korr. 225 
229°) schmolzen. Bei héherer Temperatur, bei 240—250°, 
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trat starke Zersetzung unter Braunfiirbung ein. Auf dem Platin- 
blech erhitzt, verbrennt das Pikrat heftig, jedoch ohne merkbar 
zu explodieren. — Das Trimethyl-dl-leucyl-glycinpikrat lést sich 
leicht, besonders beim Erwirmen, in Wasser, in Athyl- und in 
Methylalkohol, dagegen ziemlich schwer in Aceton und aufer- 
ordentlich schwer in Ather. 

Wir beabsichtigen, unsere Untersuchungen auf weitere 
Polypeptide auszudehnen, um festzustellen, ob die erschépfende 
Methylerung unter den gegebenen Bedingungen in allen Fiillen 
erfolgreich ist. Unvollstiindig methylierte Polypeptide hat Emil 
Fischer!) dargestellt, indem er auf Halogenacylderivate von 
Aminosauren Dimethylamine einwirken lie. 


') Emil Fischer, Synthese von Polypeptiden, XXXI: Derivate des 
Leucins, Alanins und N-Phenyl-glycins. Liebigs Annalen der Chemie, 
Bd. CCCLXIX, 8. 247, 1909. 


— 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 











Derivate von Aminosauren. 
IV. Milteilung. 
Verbindungen mit Glycerin. 


Von 
Emil Abderhalden und Louis Baumann. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1911.) 


In einer friiheren Mitteilung ist der Glycerinmonotyrosin- 
iither beschrieben worden,!) ferner wurde erwihnt, daf sich 
auf dem gleichen Wege auch der Glycerindi- und -trityrosin- 
iither darstellen laft. Wir haben in Ergiinzung dieser Versuche 
und zur weiteren Erhiirtung der auf Grund von analogen Ver- 
suchen mit Phenol angenommenen Konstitution das Kupfersalz 
des Glycerinmonotyrosinithers dargestellt. Die Verbin- 
dung wurde mit tberschiissigem Kupferoxyd in wisseriger 
Lésung gekocht, die Lésung filtriert und unter vermindertem 
Druck stark eingeengt. Nach einigem Stehen erfolgte Kry- 
stallisation. 

0,3810 g Substanz gaben 0,0556 g CuO. 

0,2334g Substanz. Verbraucht 8,6ccm !/10-n-Schwefelsaure. 

0,2162g Substanz. Verbraucht 7,4cem !/10-n-Schwefelsaure. 
Berechnet fiir C,,H,,.N,0,,Cu (571,6): 11,11°/o Cu u. 4,90°/o N. 
Gefunden: 11,65°/o Cu, 5,16°%/o N u. 4,80%/o N. 


') Emil Abderhalden und Markus Guggenheim, Derivate von 
Aminosiiuren. I. Mitteilung. Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 59, 1910. — In 
dieser Arbeit ist die folgende Korrektur anzubringen: Berechnet fiir 
C,,H,,0,N (255): 56,47°/o C, 6,69°/o H und 5,49°/o N. Die gefundenen 
Analysenwerte stimmen mit dieser Zusammensetzung gut tiberein (ge- 
funden: 56,49°%o C, 6,91°o H, 5,24°/o N). Ferner ist zu bemerken, dah 
auf S. 59 im gegebenen Beispiel nicht aquivalente Mengen verwendet 
worden sind, sondern Uberschiisse, wie sich aus den angefiihrten Mengen. 


ergibt. 
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Das Kupfersalz lieferte nach dem Zersetzen mit Schwefel- 
wasserstoff wieder Glycerinmonotyrosiniither. 

Die genannte Verbindung gibt mit Millons Reagens 
ziemlich bald auch in der Kialte Rotfarbung. Wir dachten daran, 
daB geringfiigige Verunreinigungen mit Tyrosin die Ursache 
des raschen Eintrittes der Rotfiirbung sei. Allein die aus dem 
Kupfersalz bereitete Verbindung gab die Reaktion auch. Ferner 
konnten wir feststellen, daB auch die Kresol-glyceriniither die 
Reaktion des Kresols mit Eisenchlorid geben. 

Wir haben unter anderen Verbindungen in ganz analoger 
Weise, wie die Glycerinmonotyrosiniither, dargestellt: m-Kresol- 
slycerinather. F. 65—70° (korr.). Krystallisiert in lang- 
gestreckten, rechtwinkligen Platten. | 

0,1546 g Substanz 0,3711 g CO, und 0,1086 g H,O. 

Berechnet fiir C,,H,,0,: 63,93°/o C und 7,69°/o H. 

Gefunden : 65,469/o G und 7,800 H. 

Chlor-m-kresol-glycerinather: F. gegen 90° (korr.). 
Krystallisiert aus Benzol in zu Biischeln vereinigten Nadeln. 

7,78 mg Substanz lieferten 5,14 mg AgCl. 

9,30 » > , 612 >» » 

11,87 » > » 2421 » CO, und 6,40 mg H,O. 
Berechnet fiir C,,H,,CiO,: 55,42°/o C, 6,00°/o H, 16,39°/o Cl. 
Gefunden: 55,62 °/o C, 5,99°/o H, 16,28°/o Cl und 16,28%o Cl. 

Diese letzteren Analysen verdanken wir der groBen Freund- 
lichkeit von Herrn Prof. Pregl, der sie nach der von ihm 
ausgearbeiteten Mikroelementaranalyse ausfihrte. 

Beide genannten Korper sind bereits beschrieben.!) Wir 
sehen daher von einer weiteren Schilderung ihrer Eigen- 
schaften ab. 

Wir haben uns weiterhin die Aufgabe gestellt, Verbin- 
dungen zwischen Glycerin und Glycyl-l-tyrosin aufzubauen, um 
deren Eigenschaften und vor allem ihr Verhalten bei der 


1) Petar Zirkovié, Uber eine neue Bildungsart von Athern des 
Glycerins mit Phenolen. Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXIX, 5. 951, 1908. — 
Fritz Ehlotzky, Uber eine neue Bildungsart usw. Ebenda, Bd. XXX, 
». 663, 1909. — V. Zunino, Einwirkung von Kalilauge auf das Epichlor- 
hydrin bei Gegenwart einwertiger Phenole. Atti R. Accad. dei Lincei, 
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Hydrolyse durch Fermente, durch Saéuren und Alkalien kennen 
zu lernen. Wir haben zunichst den Glycerin-di|-glycyl-l- 
tyrosin-|jither 


- O- CH, - CH(OH) - CH, -O — 


Pi, % 
CH, - CH - COOH CH, - CH - COOH 
| | 
NH - NH 
| 
CO. CH, - NH, CO - CH, - NH,. 


dargestellt. Wir versuchten diese Verbindung ausgehend vom 
Glycerindityrosiniither durch Kuppelung mit Chloracetylchlorid 
und nachtriigliche Amidierung mit Ammoniak zu gewinnen. 
Der Versuch schlug fehl. Es trat Hydrolyse des Glycerinathers 
bei der Kuppelung in alkalischer Lésung ein. Erfolgreich war 
dagegen der Versuch, Glycyl-l-tyrosinnatrium mit Dichlorhydrin 
zu vereinigen. Es seien im folgenden die dargestellten Ver- 
bindungen mitgeteilt. 


Glycerindityrosinather. 


CH,O — 
0 


CHOH \/ 
| CH, « CH(NH,) - COOH 
CH,O i, 
\/ 

CH, - CH(NH,) - COOH. 

In eine L6sung von 2,3 g Natrium in 300 ccm absolutem 
Alkohol wurden 9 g reines, gut getrocknetes |-Tyrosin einge- 
tragen. Dann gaben wir allméhlich einer Losung von 3,3 g 
a-, a-Dichlorhydrin in absolutem Alkohol hinzu. Das Gemisch 
wurde eine Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. Nach kurzer 
Zeit triibte sich die Fliissigkeit. Nachdem von dem ausge- 
schiedenen Kochsalz und einer organischen, flockigen Abschei- 
dung abfiltriert worden war, engten wir unter vermindertem 





Bd. XVIII, I, S. 254, 1908. — Vgl. auch Ern. Fourneau, Aminoalkohole. 
Derivate der Glycerin- und Phenolither. Journal Pharm. et Chim. (7). 
Bd. I, S. 55, 1910. 
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Druck bis zur Trockene ein. Es hinterblieb eine blitterig- 
schaumige Masse. Sie wurde in wenig Wasser aufgenommen 
und die Lésung mit verdiinnter Essigsiiure schwach angesiiuert. 
Dabei fiel eine gallertige Masse aus. Sie wurde abgesaugt, mit 
kaltem Wasser und mit Alkohol gewaschen und im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelséure getrocknet. Die Substanz wurde 
zur weiteren Reinigung nochmals aus Wasser umgeldst. Es 
gelang nicht, sie in Krystallform zu bringen. Sie ldste sich 
leicht in verdtinnten Alkalien und Siiuren, dagegen schwer in 
kaltem Wasser, in Alkohol, Ather, Benzol und Chloroform. 
Mit Millons Reagens trat beim Erwirmen Rotfiirbung auf. Das 
Produkt lieB sich schwer reinigen und vor allem ganz aschefrei 
erhalten. Am raschesten kamen wir zum Ziel, indem wir es 
der Dialyse gegen destilliertes Wasser unterwarfen. In einem 
Falle haben wir es tiber das Kupfersalz gereinigt. 

Die Substanz (1 g) wurde mit tiberschiissigem Kupferoxyd 
gekocht, die blaugefiirbte Lésung heif filtriert und das Filtrat 
abgekiihlt. Hierbei schied sich das Kupfersalz in Form hell- 
blauer Flocken ab. Es wurde im Vakuumapparat tber P.O, 
bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

0.1870 g Substanz gaben 0,0312 g CuO. 

0,2536 g Substanz. Verbraucht 11,2 ccm ! 10-n-Schwefel- 
saure, 

0,1401 g Substanz gaben 0,2697 g CO, und 0,0656 g H,0. 

Berechnet fiir C,,H,,0,N,Cu (479,6): 
52,54 °/o C, 5,00°/o H, 5,84°%/o N und 13,26°/o Cu. 
Gefunden: 52,50°/o C, 5,20°/o H, 6,20°/o N und 13,33°/o Cu. 

Das Kupfersalz wurde in heifem Wasser gelost und mit 
schwefelwasserstoff zerlegt. Beim Einengen des Filtrates vom 
Kupfersulfid schied sich die Substanz amorph ab. 

0,1894 g Substanz. Verbraucht 8,64 ccm !/10-n-Schwefel- 
suure. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N, (418): 6,70°/o N. 
Gefunden: 6,38°/o N. 


I. unter Zersetzung und vorherigem Sintern gegen 275° 
‘korr.). Der Versuch, den Glycerindityrosiniither mit Methyl- 
alkohol zu verestern, fiihrte zu keinem krystallinischen Produkt. 
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Glycerin-di-(glycyl-l-tyrosin)-ather. 


CH,-0@ - CH, - CH(NH) - COOH 
| 


2 ae | 
CHOH CO- CH, - NH, 
/ .CH.- CHINE) -C 
CH,- OC) CH,» CH(NH) COOH. 


CO - CH, - NH, 


16 g sorgfaltig getrocknetes Glycyl-l-tyrosin wurden in 
600 ccm absolutem Alkohol, in dem 3,2 g Natrium gelést waren, 
bei gewohnlicher Temperatur unter Schiitteln gelést. Dann 
fiigten wir 4,4 g a-, a-Dichlorhydrin in 100 ccm absolutem 
Alkohol zu und kochten auf dem Wasserbade am Riickflub- 
kiihler eine Stunde. Allmiihlich erfolgte Abscheidung von Koch- 
salz und von organischen Substanzen. Die LOsung wurde filtriert 
und das Filtrat unter vermindertem Druck zur Trockene ver- 
dampft. Der Riickstand und die abfiltrierte Masse lésten wir 
zur weiteren Reinigung in 1,51 Wasser und fiillten mit 10°/oiger 
Phosphorwolframsiiurelésung, nachdem wir vorher mit 75 ccm kon- 
zentrierter Schwefelsiiure angesduert hatten. Der feinpulverige 
Niederschlag wurde abgesauct, sorefiiltig mit Wasser chlorfrei 
gewaschen und dann mit Baryt in der Kite zerlegt. Das Filtrat 
vom phosphorwolframsauren Baryt befreiten wir mit Schwefel- 
siiure quantitativ vom tiberschiissigen Baryt und dampften dann 
das Filtrat vom Baryumsulfat unter vermindertem Druck zur 
Trockene. Der Riickstand léste sich zum Teil leicht in kaltem 
Wasser. Ein Teil blieb ungelést. Aus dem Filtrat der Phos- 
phorwolframsiiurefillung konnten wir geringe Mengen von Glycy]- 
l-tyrosin wiedergewinnen. 

Die in Wasser leicht ldsliche Substanz fallten wir aus 
ihrer wiasserigen LOsung mit Alkohol. Das so erhaltene Pro- 
dukt wies einen ziemlich hohen Aschengehalt auf. Wir lésten 
es deshalb in Alkohol, dem wir Ammoniak zufiigten. Vom 
Ungelisten wurde abfiltriert und dann der grote Teil des Am- 
moniaks durch Durchleiten von Luft durch die Lésung vertrieben. 
Ks entstand eine Fiillung. Der im Vakuumapparat bei 100° 
getrocknete Koérper gab folgende Analysenzahlen: 
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0.1512 g Substanz. Verbraucht 11,4 ccm !/10-n-Schwefel- 
saure. 

0.2086 g Substanz. Verbraucht 15,2 ecm !/10-n-Schwefel- 
saure. 

0,1697 g Substanz gaben 0,3480 g CO, und 0,0947 g H,O. 
Berechnet fiir C,.H,,0,N, (532) : 56,39°/o C, 6,02°/o Hu. 10,53°/0N. 
Gefunden: 55,93°/o C, 6.20°/o H und 10,56°/o N und 10,219/9 N. 

0.4776 g Substanz gelist in 5°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 
sewicht der Lisung 9,8182 g. Spezifisches Gewicht 1,032. 
‘im 1 dm-Rohr = + - 1,27°. [al,’ =-+ 25,3°. F. gegen 210°. 
Die Molekulargewichtsbestimmung ergab folgende Werte: 515, 
y28, 536. 

Die Léslichkeit in Wasser iinderte sich mit dem Umkry- 
-tallisieren. Je Ofter die Substanz gereinigt wurde, um so 
schwerer léste sie sich in Wasser. Die Ausbeute betrug etwa 
3 g an reiner Substanz. Beim Umlésen traten grofe Ver- 
vuste ein. 

Die in Wasser schwer ldsliche Substanz wurde auch durch 
Losen in mit wisserigem Ammoniak versetztem Alkohol ge- 
reinigt. F. 248°. 

0,0944g Substanz. Verbraucht 7,2 ccm !/10-n-Schwefelsdure. 

0,1695 g Substanz gaben 0,3508 g CO, und 0,0966 g H,O. 
berechnet fiir C,,-H,,0,N, (532): 56,39°, 0 C, 6,02°/0H u. 10,53°/0N. 
(sefunden : 96,40°/o C, 6,33°/o Hu. 10,699/0N. 

0.1296 g Substanz in 5° oiger Salzsiure gelist. Gesamt- 
zewicht der Lésung 5,3788 g. Spezifisches Gewicht 1,0418. 
(= +0,92° fale” = + 36,6°. 

Ausbeute an ganz reinem Produkt 1 g. 

Bei einem anderen Versuche lésten wir 0,80 g Natrium 

1 200 ccm absolutem Alkohol und fiigten dann zu der Lésung 
ailmahlich unter Schiitteln 4 g ganz trockenes Glycyl-t-tyrosin 
ind 1,1 g a, a-Dichlorhydrin in alkoholischer Lésung hinzu. Das 
“emisch wurde am RiickfluBkihler unter sorgfaltigem AbschluB 
gegen Wasser eine Stunde gekocht. Von den abgeschiedenen 
Substanzen wurde abfiltriert und das Filtrat unter vermindertem 


r 


Uruck eingedampft. Es verblieb ein Sirup. Er wurde in Wasser 











fe fe 


DD Emil Abderhalden und Louis Baumann, 

aufgenommen und die Losung mit Essigsiure schwach ange- 
siiuert. Zur Reinigung des ausgefallenen Produktes wurde gegen 
Wasser dialysiert. Das so erhaltene, in Wasser schwer lis- 
liche Produkt zersetzte sich gegen 247° (korr.) unter Braun- 
fiirbung. Es war unloslich in Alkokol, Ather, Chloroform und 
Benzol. Mit Millons Reagens gab es einen weifien Nieder- 
schlag. Beim Erwiirmen trat Rotfairbung auf. In verdiinnten 
Siiuren und Alkalien liste sich die Substanz. Das bei 100° im 
Vakuumapparat bis zur Gewichtskonstanz getrocknete Produkt 
gab bei der Stickstoffbestimmung folgenden Wert: 

0,1846 g Substanz. Verbraucht 13,3 ccm 1/10-n-Schwefel- 
siure. Berechnet fiir C,,N,,0,N -+ (532): 10,53°/o N.  Ge- 
funden: 10,09 %/0 N. 

SchlieBlich haben wir von dem isolierten Korper noch 
das Kupfersalz dargestellt. Die Substanz wurde in wiasseriger 
Losung mit tiberschiissigem Kupferoxyd gekocht, dann filtriert 
und das Filtrat unter vermindertem Druck eingeengt. beim 
allmiihlichen Zusatz von Alkohol trat eine krystallinische Ab- 
scheidung ein. Das bis 110° im Vakuumapparat bis zur Ce- 
wichtskonstanz getrocknete Salz gab folgende Werte : 

0,1118 g Substanz gaben 0,0158 g CuO. 

0,1772 g Substanz. Verbraucht 11,5 cem !/10-n-Schwefel- 
saure. 

Berechnet fiir C,,N,,0,N,Cu(593,6) : 
10,71 °7o Cu und 9,43 %/o N. 
Gefunden: 11,30 °/o Cu und 9,09 °/o N. 


Endlich sei noch erwiihnt, daB wir auch den Glycerin- 
monoglyecyl-l-tyrosiniither in ganz analoger Weise dar- 
gestellt haben und ferner auch den Glycerintrityrosinather. 
Uber den ersteren Kérper werden wir spiiter berichten. 


Glycerintrityrosinather. 
(C,H,,0,N) - O - CH, - CH(C,H,,0,N) - CH, - O- (C,H,,0,). 
9 g |-Tyrosin listen wir in 300 cem absolutem Alkohol, 
in dem wir 2,3 g Natrium aufgelést hatten. Dann wurden 2,45 g 
Trichlorhydrin zugegeben und das Gemisch eine Stunde am 
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RiickfluBkiihler auf dem Wasserbade gekocht. Dann wurde ab- 
gesaugt, das Filtrat unter vermindertem Druck eingedampft 
und der amorphe Riickstand in Wasser gelést und die Lésung 
mit verdiinnter Essigsiiure angesiiuert. Das ausgeschiedene, 
mikrokrystallinische Produkt (feine Nidelchen) wurde abgesaugt, 
mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und bei 100° ge- 
trocknet. F. gegen 295° (korr.). 

0,1858 g Substanz. Verbraucht 10cem. !/10-n-Schwefelsiiure. 
Berechnet fiir C,,H,,N,0,(581): 7,23 %o N. 
Gefunden: 7,04 %0 N. 

Zur weiteren Identifizierung stellten wir den salzsauren 
Athylester der Verbindung dar. Er schied sich zuniichst aus 
Alkohol gefallt in Form eines Sirups ab. Nach einigem Reiben 
erstarrte er zu einem Krystallbrei. F. unscharf gegen 83°. Die 
Substanz ist sehr hygroskopisch und zerflieft rasch an der 
Luft. In Alkohol ist sie leicht loslich. 

0,1874 g Substanz. Verbraucht 7,6 cem ! 10-n-AgNO,- 
Losung. 

Berechnet fiir C,,H,,N,0,Cl, (771,35): 13,76 %/o Cl. 

Gefunden: 14,40 °/o CL. 

Fiir die zuletzt beschriebene Verbindung, den Glycerin- 
irityrosinaéther, kiénnen wir keine Garantie fiir vollstiindige 
heinheit tbernehmen. Dah der Korper schon sehr rein war, 
dafiir spricht das Eintreten von Krystallisation. Erschwert war 
die Reinigung durch die Unldslichkeit in den gebriiuchlichen 
Losungsmitteln und die relativ grofe Ldéslichkeit in Wasser. 
Auch bei dieser Substanz beobachteten wir, dafi die Substanz 
durch 6fteres Umlésen immer schwerer léslich wurde. 

Bei einem Teil dieser Versuche erfreuten wir uns der 
Hilfe von Herrn Dr. phil. Einbeck. 








Partielle Hydrolyse der Tunicatencellulose. Bildung von 
Cellobiose. 
Von 
Emil Abderhalden und Géza Zempleén. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin, und aus dem 
chemischen Institute der Hochschule ftir Forstwesen, Selmeczbanya.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Marz 1911.) 


Die friiheren Untersuchungen tiber das Tunicin, die 
Tunicatencellulose, haben ergeben, dafi diese Substanz 
nach ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften der 
Pflanzencellulose nahe steht.!) Diese Ansicht erhielt eine 
weitere Stiitze durch den Nachweis von Glukose bei der 
totalen Hydrolyse von Tunicin.?) Ein Beweis fir die Identitiit 
der Tunicatencellulose mit der Pflanzencellulose war mit diesem 
Befund noch nicht erbracht. Es ist immer noch die Méglich- 
keit gegeben, da die Traubenzuckermolekiile in beiden Cellulose- 
arten unter sich verschieden verkniipft sind. Wir stofen hier 
auf die gleichen Probleme, wie sie bei der Diskussion der Re- 
sultate der vergleichenden Hydrolyse von Proteinen sich er- 
geben haben. Nur der stufenweise Abbau und die Vergleichung 
der einzelnen Abbaustufen kann die Frage nach der Identitiit 
eindeutig entscheiden. 

Wir haben, um die Frage nach der Zugehorigkeit des 
Tunicins zur Gruppe der Cellulose weiterhin zu priifen, die 


') C. Schmidt, Liebigs Annalen, Bd. LIV, S. 318 (1895). — Ber- 
thelot, Annales de Chemie et de physique, Bd. LVI, S. 149 (1859); Comptes 
rendus, Bd. XLVII, S. 227 (1858). — Schafer, Liebigs Annalen, Bd. CLX, 
S. 312 (1871). — Léwig-Kéllikker, Journal f. prakt. Chemie, Bd. XXXVII, 
S. 439 (1888). 

2) E. Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 43—56 (1894). 
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Tunicatencellulose der Einwirkung von Essigsiiureanhydrid in 
Gegenwart von Schwefelsdure ausgesetzt. Dabei erhielten wir 
genau so, wie bei der gleichen Behandlung von Pflanzencellulose, 
eine Acetylverbindung, welche alle Eigenschaften der Okta- 
acetylcellobiose zeigt. Schmelzpunkt, Léslichkeit, Zusammen- 
-etzung und Drehungsvermégen stimmen mit dem in ent- 
sprechender Weise aus Filtrierpapier dargestellten Produkt 
iberein. Zur weiteren Identifizierung stellten wir noch das 
Qsazon der Cellobiose dar. Ferner gliickte es uns, durch 
Verseifung des Acetylproduktes mit Barytwasser in der Kiilte 
krystallisierte Cellobiose zu gewinnen. 

Unsere Resultate liefern einen weiteren Beweis 
fiir die Annahme, dab Tunicin und Pflanzencellulose 
sehr nahe verwandt und vielleicht identisch sind. Es 
wird die Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, nun noch 
komplizierter gebaute Abbaustufen zu isolieren, um auch hier 
Vergleiche zu ziehen. Hier fehlt vorliéufig noch die Vorarbeit 
mit Pflanzencellulose. 


Experimentelles. 


Die Darstellung der Tunicatencellulose geschah mit einigen 
zweckmibigen Abiinderungen im wesentlichen nach der Methode 
von E. Winterstein.!) Die frischen Tunicatenmintel von 
Phallusia mammillaris wurden zunachst 2 Tage in 1°/oige 
Salzsiure eingelegt, dann mit warmem Wasser gewaschen und 
von den verschiedenen Verunreinigungen mechanisch moglichst 
befreit. Nach dem Verschwinden der Chlorreaktion in den 
Waschwiissern wurden die Mantel in Alkohol eingelegt, nach 
24 Stunden koliert, unter 200 Atmosphiren Druck ausgeprebt, 
wieder in Alkohol gelegt, das Auspressen unter 250 Atmo- 
sphiiren Druck wiederholt und dann das Rohprodukt bei 80—90° 
3 Stunden lang getrocknet. Das Rohprodukt betrug 45 g. Die 
fein zermahlene Masse wurde jetzt 2 Stunden mit 1°/oiger 
Natronlauge (2,200 ccm) auf 90° erwérmt, dann bis zum Ver- 
schwinden der alkalischen Reaktion durch Dekantieren aus- 





1) EF. Winterstein, Diese Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 43—56 (1894). 
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gewaschen, nunmehr mit 2°/oiger Schwefelséure (2,200 ccm) 
2 Stunden auf 90° erwiirmt, vollstéandig durch Dekantieren mit 
Wasser ausgewaschen, darauf das Wasser durch Alkohol ver- 
driingt und das Produkt nach scharfem Absaugen im Vakuum- 
exsikkator tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. Ausbeute 19 g. 

Zur Verwandlung in die Oktaacetylcellobiose wurden 6 g 
der Substanz mit 24 ccm Essigsiéiureanhydrid, dem 3,2 cem 
konzentrierte Schwefelsiiure unter Kiihlung zugegeben waren, 
iibergossen und die Masse geschiittelt. Bald beginnt die Reaktion 
unter Erwiirmung. Sie wird unter vorsichtigem Erwiirmen auf 
dem Wasserbade so geleitet, dafs die Temperatur moglichst 
rasch auf 100° steigt. Dann wird die gelbbraune Lésung durch 
Eintauchen in Wasser etwas abgekiihlt und in etwa 3/4 1 Eis- 
wasser gegossen. Es scheidet sich das Rohprodukt der Okta- 
acetylcellobiose aus. Es wird durch mehrmaliges Dekantieren 
mit Wasser gewaschen. Hierbei erstarrt die Masse vollstiindig 
krystallinisch. Es wird scharf abgesaugt, gepreft und zweimal 
aus heifem Alkohol umkrystallisiert. Man erhiilt dabei farblose 
lange Nadeln, die siimtliche Eigenschaften der Oktaacetylcello- 
biose zeigen. Ausbeute in 2 Versuchen 1 g bezw. 1,2 g, oder 
im Mittel 18°/o der angewandten Tunicatencellulose. (Etwas 
weniger als bei der Acetylierung von Filtrierpapier.) Die Sub- 
stanz sintert bei 220° und sechmilzt vollstiindig bei 225° zu 
einer klaren Fliissigkeit, wiihrend Skraup und Konig!) den 
Schmelzpunkt 228°, W. Schliemann?) 221!/2—222° angeben. 
Die Analyse gab folgende Zahlen nach dem Trocknen ther 
Phosphorpentoxyd im Vakuumexsikkator. 

0,2282 g Substanz: 0,4168 g CO, und 0,1220 g H,0. 

Berechnet fiir Oktaacetylcellobiose C, H,,(C,H,9).9,, 
= (C,,H,,0,, (Mol.-Gew. 676,29): 

49,540 C, 5,65°/o H 


Gefunden: 49,81°%/o C, 5,98 °/o H. 


') Zd. Skraup und J. Kénig, Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXII, 
S. 1011 (14901). — Maquenne und Goodvin, Bulletin de la sociéte 
chimique [3], Bd. XXXI, S. 854 (1907). 

*) W. Schliemann, Liebigs Annalen, Bd. 378, 8. 566—381 (1911) 
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Wir haben das Priparat in Chloroformlésung auf das 
DrehungsvermOgen gepriift. 

Q,2322 g Substanz in Chloroform gelést, Gesamtgewicht 
der Losung 9,2480 g, Spez. Gew. 1,473, drehte 1,56° nach 
rechts, mithin [a], = + 42,19°. 

Die Zahl stimmt gut mit den Werten, die bisher fiir das 
Drehungsvermogen der Oktaacetylcellobiose in der Literatur 
vorhanden sind, iiberein. Geinsperger?’) fand -+ 43,64°, 
W. Schliemann?) + 41,5°. 

Um das Osazon der Cellobiose darzustellen, fiihrten wir 
folgenden Versuch aus. 0,5 g der Oktaacetylverbindung wurden 
in 40 ccm heifem Alkohol suspendiert, rasch abgekihlt, sofort 
1,5 cem 33°/cige Kalilauge zugesetzt, etwa 10 Minuten ge- 
schittelt, dann langsam in kleinen Portionen unter Schiitteln 
Wasser zugesetzt, bis eine klare Lésung entstand (45 ccm). 
Um die Verseifung zu vollenden, wurde die Losung noch 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann mit 
Essigsiure neutralisiert, der Alkohol unter vermindertem Druck 
abdestilliert und die Lésung bis auf etwa 6 ccm eingeengt. 
Nach Zusatz von 0,5 g Phenylhydrazinchlorhydrat wurde jetzt 
1!/2 Stunden im Wasserbade erwarmt, wobei die Lésung klar 
blieb. Beim Erkalten erfolgte die Ausscheidung von langen 
zitronengelben Nadeln, die abgesaugt und aus heiliem Wasser 
umkrystallisiert wurden. Ausbeute 0,07 g. Die Substanz schmilzt 
beim raschen Erhitzen gegen 195° unter Gasentwicklung und 
Zersetzung. Es lag demnach zweifellos Cellobiosazon vor. 

Wir haben ferner aus dem Oktaacetat die freie, krystal- 
lisierte Cellobiose abgeschieden. 0,7 g Oktaacetylverbindung 
wurden in 50 ecm Aceton gelést und unter Schiitteln mit 
50 ccm Barytwasser versetzt. Unter fortwihrendem Schitteln 
wurde jetzt Wasser in Portionen von 25 ccm zugesetzt und 
weiter geschiittelt. Nach etwa 10 Stunden war die Substanz 


1!) Zd. H. Skraup, Uber Starke, Glykogen und Cellulose. — 
E. Geinsperger, Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXVI, S. 1415 (1905). 

2) Wilhelm Schliemann, Uber die Cellobiose und die Acetolyse 
der Cellulose. Liebigs Annalen, Bd. 378, S, 366—381 (1911). 
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bis auf Spuren gelést. Die Menge des angewandten Wassers 
betrug etwa 300 ccm. Es wurde noch 14 Stunden lang weiter 
geschiittelt, dann der Baryt mit Schwefelsiure quantitativ ent- 
fernt und das Filtrat unter vermindertem Druck auf etwa 2 ccm 
eingedampft. Nach 3tagigem Stehen im Exsikkator beginnt 
die Ausscheidung von Cellobiosekrystallen, die sich auf Zusatz 
von Alkohol vermehren. Nach weiteren 2 Tagen betrug die 
Ausbeute 0,05 g. Die Mutterlauge scheidet nach langerem 
Stehen weitere Mengen der Substanz aus. Das isolierte Produkt 
zeigte das fiir die Cellobiose charakteristische Drehungsver- 
mogen. 





Uber die Verwertung einzelner Aminosduren im Organismus 
des Hundes unter verschiedenen Bedingungen. 
Von 


Emil Abderhalden und Joseph Markwalder. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierirztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Marz 1911.) 


Im hiesigen Institut ist die Frage in Angriff genommen 
worden, welche Aminosiuren unentbehrlich sind. Die Grund- 
lage ftir die Durchfiihrbarkeit derartiger Untersuchungen gab 
der exakte Nachweis, daf vollstiindig bis zu Aminosiiuren ab- 
cebautes Eiweifi fiir solches im Stoffwechsel eintreten kann. 
Zunichst wurde das Tryptophan entfernt.') Es zeigte sich, 
dafi dann das vorher bestehende Stickstoffgleichgewicht nicht 
mehr aufrecht erhalten werden konnte, sobald an Stelle von 
vollstiindig abgebautem Casein das gleiche Priiparat minus 
Tryptophan verabreicht wurde.?) Der Harn wurde wiahrend 
des ganzen Versuches gesammelt und auf Aminosiiuren mit 
Hilfe von 8-Naphthalinsulfochlorid verarbeitet. Wéhrend bei 
der Verfiitterung des abgebauten Caseins in dem gesamten Harn 
nur geringtiigige Mengen von Aminosaure nachweisbar waren, 
ergab der Urin, welcher wahrend der Verfiitterung von Casein 
minus Tryptophan gesammelt worden war, einen auffallend 
sroBen Gehalt an Aminosiiuren. Bemerkenswerterweise war 
auch Glykokoll vorhanden, obwohl im verfiitterten Materiale 
diese Aminosiiure fehlte. Neben Glykokoll liefen sich noch 
mit Sicherheit Alanin und Tyrosin nachweisen. Mit dem Fehlen 
des Tryptophans war offenbar die Verwertbarkeit der noch vor- 
handenen Aminosiiuren herabgesetzt. In einer spiiteren Arbeit*) 





1) Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag zur Frage 
nach der Verwertung von tief abgebautem Eiweifs im tierischen Organismus. 
VIII. Mitt. Diese Zeitschrift, Bd. LVII, 5. 348, 1908. 

*) Fiir diese Frage kommen die kiirzlich ver6ffentlichten, allzu kurz- 
fristigen Versuche von Loeb selbstverstindlich nicht in Betracht. Vgl. 
Adam Loeb, Uber den Eiweifistoffwechsel des Hundes und iiber die Ab- 
scheidung der Galle bei Fiitterung mit Eiweifi und Eiweifabbauprodukten, 
rit besonderer Beriicksichtigung der zeitlichen Verhiltnisse. Zeitschrift 
fir Biologie, Bd. LY, 8. 167, 1910. 

5) Emil Abderhalden und Dimitrie Manoliu, Weiterer Beitrag 








64 Emil Abderhalden und Joseph Markwalder, 


ist versucht worden, die Gelatine durch Zusatz der fehlenden 
und der in geringer Menge vorhandenen Aminosauren in ihrem 
Werte als Eiweifersatz zu heben. Gleichzeitig wurde die Ge- 
latine vor der Verfiitterung bis zu den einfachsten Bausteinen, 
den Aminosiiuren, abgebaut. Auch bei diesen Versuchen haben 
wir den Harn wiihrend der einzelnen Perioden gesammelt und 
auf Aminosiiuren untersucht. Es zeigte sich, dafi die meisten 
Aminosiiuren im Harn erschienen, wenn die Gelatine mit dem 
Zusatze am wenigsten imstande war, fiir Eiweif einzutreten. 
Diese Erfahrungen lieben es als wiinschenswert erscheinen, auf 
einer breiteren Grundlage das Verhalten einzelner Aminosiiuren 
im tierischen Organismus unter verschiedenen Bedingungen zu 
verfolgen. Wir gingen zuniichst von mdglichst einfachen Ver- 
hiiltnissen aus und pritiften, ob wéhrend einer Hunger- 
periode verabreichte Aminosiéuren ein verschiedenes 
Verhalten zeigen, je nachdem sie allein oder bei gleich- 
zeitigem Zusatz von Kohlenhydraten resp. Fett ver- 
fiittert werden. Die vorliegende Fragestellung gewinnt ein 
weiteres Interesse durch eine Beobachtung von Knoop.!) Dieser 
Forscher hat vor kurzem gezeigt, daf B-Benzylbrenztrauben- 
siiure im Organismus des Hundes amidiert und in Phenylamino- 
buttersiure iibergefiihrt wird. Ferner hat neuerdings Embden?) 
Bezichungen zwischen stickstofffreien und stickstoffhaltigen Ver- 
bindungen festgestellt. Embden lenkt in dieser Mitteilung die 
Aufmerksamkeit auf eine Arbeit von Liithje?*) hin, in der bereits 
auf nahe Beziehungen zwischen Kohlenhydraten und Aminosauren 
hingewiesen wird. 

Wir haben bei unsern Versuchen zunachst im Harn von 


zur Frage nach der Verdauung von tief abgebautem Eiweif im tierischen 
Organismus. Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 336, 1910. 

1) F. Knoop, Uber den physiologischen Abbau der Séuren und 
die Synthese einer Aminosdure im Tierkérper. Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 
S. 489, 1910. 

2) Gustav Embden und Ernst Schmitz, Uber synthetische Bil- 
dung von Aminosiuren in der Leber. Biochemische Zeitschrift, Bd. XXIX, 
S. 423, 1910. 

°) H. Liithje. Zur Frage der Eiweifsynthese im tierischen Korper. 
Pfliigers Archiv, Bd. CXIII, S. 547, 1906. 








Uber die Verwertung einzelner Aminosiiuren usw. bo 
Hunden, welche hungerten, den Stickstoffgehalt, die Menge des 
Ammoniak- und des Aminostickstoffes nach SoOrensen er- 
mittelt. Dann gaben wir bestimmte Aminosiiuren in Mengen von 
je 10 g. In einer weiteren Periode fiigten wir Rohrzucker 
oder Fett hinzu. In allen Perioden wurden im Harn die gleichen 
Werte, wie oben erwiihnt, festgestellt. Die erhaltenen Resultate 
ergeben sich aus der folgenden Ubersicht. 


Versuch I. 


Dachshiindin, eingesetzt am 9. I. 1911. 





























Monat Kérper- Wasser- Urin- |Gesamtstickstoff| Ammoniak-| Amino- 
Januar gewicht sll ‘menge| des Urins stickstoff stickstoff 
Tag | in g jin cem/in ccm in g in g in g 
I. Hungerperiode. 

10. | 4800 150 | | | 
a | looo 5,807 (2,403 p.d.) 0,347 (0,173) 0,199 (0,099) 
11. | 4550 | — Jf | | 
12. | 4450 | 30 | 85 | 2,516 (0,167 0,067 
3 4350 50 | 75 | 2,223 0,176 0,043 
t. | 4250 150 | 180 | 2,509 0,161 0,049 
15. | 4140 | 150 | 205 | 3,220 | 0,201 0,086 
II. Periode: 10 g Glykokoll = 1,866 g N. 
16. | 3950 | 150 250 | 5,075 0,277 0.461 
17. | 3850 | 150 | 305 | 6,881 0,160 0,694 
| | 
III. Periode: 10 g Glykokoll = 1,866 g N +- 50 g Rohrzucker 
+. 20 g Schweinefett. 
18. | 3650 | 150 | 220 | 5,352 0,254 0,138 
| | 
19. | 3300 | 150 | 120 | 4,508 0,126 0,333 
| | | 


Mittelzahlen aus den einzelnen Perioden. 
I nen a A eae! 





| Urin- a Sarg Ammoniak- Amino- 
ehalt des .,. . 

'menge ® Urins stickstofl aseniaes 
in cem) in cem ing | ing 
I. Hungerperiode 124 2,713 0,175 0,074 
[l. 10 g Glykokoll = 1,866 ¢N.| 277 5,978 0,219 0,978 
Il. 10g Glykokoll = 1,866 g N-+-50g¢ | ( ),232 
we. © 70 | 4,930 0.190 0.23; 

Rohrzucker +- 20 g Schweinefett 170 | £93 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 5) 
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Versuch II. 
Spitzhiindin, eingesetzt am 19. I. 1911. 
ai ue) 
Koérper- Wasser- Uyjin-_ Gesamt- Am- Amino- 
Monat und sient ue stick- moniak-  stick- Be- 
Tag |°  nahme a stoff stickstoff stoff merkuncen y 
ing incem inecm. ing in g in g a 
I. Hungerperiode. 
Januar 20. 4900 200 135 2,153 0.168 0.042 
21. 4800 200 210 2,705 0,147 0,073 
22, 4700 =200 = 160 | 1224 O91 0124 
25. 4600 200 250 2.561 | 0,274 | 0,174 | 
24. 4550 200 150 1,055 0,048 0,047 
25. 4450 200 210 2.038 0100 0,068 
If. Periode: 10 g Glykokoll = 1,866 g N. >| 
26. 4400 200 180 1.459 | 0.008 — 1,213 | 
27. 4250 200 255 3,919 | 0,120 | 1,294 
III. Periode: Hunger. 
28.' 4150 200 225 3,277 0134 | 0,090 


29. 4100 200 200 2,313 0.123 0,079 
IV. Periode: 10 g Glykokoll -+- 50 g Rohrzucker. 











50. 4050 200 _— oni ia | 
31. 3950 200 _ _ ‘iain ae Erbrochen 
Februar1. 3750 200 -— — oo 
2. 3750 200 150 1,994 0,084 | 0,651 
3 3650 | 200 | 290 | 2594 0,067. 0,689 a 
4. 3700 200 220 2.261 0.055 | 0,764 
5. 3600 200 260 2,117 0,081 779 
V. Periode: 10 g Glykokoll = 1,866 g N. 
6.) 3800 200 260 2.451 0.095 1.207 
7. 3500 200) 165 2,086 0.050 0,822 
Mittelzahlen aus den einzelnen Versuchsperioden. 
ore ‘a Urin- Gesamt- Ammoniak- Amino- 
menge stickstoff stickstoff sticksto!! 
ineem in g in g in g 
I. Hungerperiode. . ..... ., 186 1,956 0,155 0,085 _ 
Il. 10 g Glykokoll = 1,866 g N.!| 218 2.689 0.064 1.249 
Ill. neneenetiede 212.5; 2,795 0,129 | 0,085 


IV. 10g Glykokoll = 1.866 g N + 50¢ | 
Rohrzucker (2. I.—d. I.) . . ., 230 | 2,241 0,068 0.679 


V. 10 g Glykokoll = 1,866 g N .| 2125 2,269 | 0,073 | 1,015 
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Versuch III. 


Terrierhiindin, eingesetzt am 28. I. 








Kérper- Wasser-- Urin- Gesamt- Am-  Amino- 
Jonatund auf- stick- moniak- | stick- 3e- 
sewicht menge| ~, 4 oe . 

Tag = nahnme = stoff stickstoff stoft merkungen 
ing in cem,/incem) in g in g in g 
I. Hungerperiode, 
nuar 29.) 4900 200 130 1,641 | 0,068 | 0,089 | 
30,) 4850 | 200 165 | 1,499 | 0,084 0,094 | 
| | 
31. 4750 200 220 | 1,820 | 0,084 | 0,074 | 
| | | | 
I]. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g N. 
ebruar 1. 4600 200 220 2,532 | 0,014 | 0,396 | 
2. 4450 | 200 280 | 2,646 | 0,112 | 0,798 | 
Ill. Periode: Hunger. 
3. 4400 200 80 1.373 | 0,060 | 0,045 | 
t. 4400 | 200 | 160 | 1,981 | 0,096 | 0,051 | 


IV. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g N ++ 50 g Rohrzucker. 


Dd. 4200 200 260 2.230 | 0,094 0,326 | 
6. 4100 | 200 | 200 | 1,593 | 0,042 | 0,598 | Erbrochen 
7. 4150 | 200 | 135 | 3,622] 0,130 | 0,151 | 
x. 4000 | 200 | 230 2,226 | 0121 | 0,257 | 


Mittelzahlen aus den einzelnen Versuchsperioden. 





_Urin- | Gesamt- Ammoniak- Amino- 
menge stickstoff | stickstoff | stickstoff 


| | 





‘in ecm ing | ing | ing 

|. Hungerperiode .... 172 | 1,653 | 0,082 | 0,086 

il. 10 g d-Alanin = 1,573 g N. | 250 | 2614 | 0,063 | 0,597 

ll. Hungerperiode ..... | 120 | 1,677 0,078 | 0,048 
v.10 gd-Alanin = 1,573 gN) sae 

-- 00 g Rohrzucker... .; 206 2,418 0,097 | 0,340 
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Versuch IV. 
Wolfspitz, eingesetzt am 8. Februar 1811. 
— | 
Monat und a " Wasser- | Urin- fe rae Ri | Amino- 
Tae | gewicht aufnahme menge Section | abietelt stickstoff 
| in g in ccm in cm ing | ing in g 
| 
[. Periode: Hunger. 
Februar 9. | 8100 300 | 200 4.989 — _— 
10. | 8000 | = 350 | 220 | 1,116 0,034 | 0.064 | 
. 11. | 7850 | 350 320 | 3,280 0,142 | 0,082 : 
12. | 7600 | 350 | 380 | 2.267 | 0,106 | 0.076 _ 
13. | 7500 | 350 330 | 2,968 | 0,093 | 0.75 
Il. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g Aminostickstoff. 
14. | 7450 | = 380 | 320 | 3,044 | 0,109 | O115 
> 15. | 7200 | 350 | 360 | 4,564 | 0,280 | 0,210 
III. Periode: Hunger. 
> 16.| 7100 | 380 | 280 2.097 | 0,059 | 0.109 
> 17. | 6950 | 350 | 360 | 2.087 | 0,092 | 0,076 q 
IV. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g N + 80 g Rohrzucker. 
» 18. | 7000 | 300 =| 270 | 2.463 | 0,154 | 0,095 
» 19.) 6850 | 350 | 370 | TIL | 0.196 | 0.126 
20.| 6900 | 350 100 | 1,098 | 0,061 | 0,048 
21.) 6750 350 | 380 | 3,402 | 0,252 | 0.158 
22. | 6750 | 350 | 300 | 2519 | 0,093 | 0,103 
| | 
V. Periode: 80 g Rohrzucker. 
23. 6650 30 300 1,899 0.084 0.084 
24. 65350 350 400 1.865 0.123 0.073 
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Versuch IV. Fortsetzung. 
- | | | ee 
— | Kérper- | Wasser- | Urin- Cecmaig auld Am- | Amino- 
a | igehalt des moniak- | _. ‘ 
| gewicht aufnahme | menge| ae PO ' stickstoff 
} img in ccm in ccm) ing | ing | ing 
VI. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g N + 34 g Schweinefett. 
Februar 25. 6300 350 =| +320 2,346 | 0,095 0.115 
| ai ; | ities a 
: 26. 6550 350 | 290 2,225 0.075 0.121 
; VII. Periode: 34 g Schweinefett. 
| 27. | 6500 350 | 270 | 1418 | 0,070 | 0,068 
28. | 6380 350 350 | 1,625 0.081 0.087 
Miirz 1. 6340 300 350 | 1458 | 0064 | 0,076 
Mittlere Werte der einzelnen Perioden. 
| Urin- | stoff- | | Amino- 
| gehalt = moniak- 
meng stickstoff 
J | or El stickstoff sticksto 
in cem, in g ing | ing 
| i 
Periode: Hunger. . . . . . . . | 290 | 2,924 0,093 | 0,074 
Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g | | 
Aminostickstoff ......./| 340 | 3804 > 019% | 0,162 
Il. Periode: Hunger ...... || 320 | 2.092 0.075 | 0,092 
} } 
V. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g N | 
| . ~— cae. | ; 
+ 80g Rohrzucker .....| 28 | 2,638 0.151 | 0,106 
| 
. | -°¢ ' | = 
Periode: 80 g Rohrzucker .. .{| 3830 | 1,882 0,104 0,078 
|. Periode: 20 g d-Alanin = 1,573 gN | 
-+. 34 ¢ Schweinefett. . .. . 300 2,285 0.085 0,118 


Periode: 34 ¢ Schweinefett . . | 320 | 1,500 0.071 | 0,077 
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Versuch VY. 
Dachsbastard, eingesetzt am 8. Februar 1911. 


Monat | Kirper- Wasser- Urin- Stickstoff- Am- |Amino- 





Februar gewicht aul- menge gehalt des moniak- | stick- Bemerkut 
re yC ¥ ” : ’ 4 one) 
nahme Harns  stickstoff stoff ‘ igen 
Tag ing |inecm incem ing | ing in g 





I. Periode: Hunger. 
9, | 5400 | 200 | 180 | 2318 | — | — 


| 


10. 5300 | 200 | 200 \ 1,865 | 0,105 | 0,063 


| 


11. 5250 | 200 | 220 | 3168 | 0,133 | 0.077 
12. 5050 | 200 | 275 | 2850 | 0,132 | 0,057 
13. | 4900 | 200 | 370 | 2936 | 0112 | 0,084 
II. Periode: 10 g Glykokoll == 1,866 g Aminostickstoff. 
14. | 4800 | 200 | 250 | 3361 | 0,109 | 0,195 | 





15. | 4680 | 200 | 250 | 3,521 | 0,100 | 0.183 | 


lll. Periode: Hunger. 
16. 4600 | 200 | 150 | 1,371 | 0,059 | 0,067 
| | 


17. 4900 | 200 | 210 | 2.062 | 0.094 “0.0483 | Kot. Spuren 
von N 
IV. Periode: 10 g Glykokoll = 1.866 g N + 50 g Rohrzucker. 


18. | 4300 | 200 | 160 | 2,765 | 0,140 | 0,080 | 
| 























19. | 4300 | 200 | 180 | 2297 | 0.121 0.079 | 
20. | 4250 | 200 | 180 | 1,896 | 0,052 | 0,053 | 
V. Periode: 50 g Rohrzucker. . 
21. | 4250 | 200 | 170 | 1,673 | 0,069 | 0,057 
22. | 4200 | 200 | 170 | 1,638 | 0,032 | 0,052 
Mittlere Werte der einzelnen Perioden. 
| Urin- carer Ammoniak- Amino- 
'menge tae | stickstoff | sticksto!! 
arns . 
incem ing | in g | in g 
|. Periode: Hunger... . .) 250 | 2,487 | 0,120 | 0,070 
Il. Periode: 10 g Glykokoll | | | 
== 1,866 g Aminostickstoff .| 250 | 3441 | O04 | 0,189 
II. Periode: Hunger... . .) 180) 1,716 | 0,077 0,055 : 
IV. Periode: 10 g Glykokoll | _. 
-1,866gN +10¢ Rohrzucker | 180 2,319 0,104 0,076 


V. Periode: 50 g Rohrzucker. .| 170 1.656 0,050 0.054 
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Versuch VI. 


Pinscherbastard ¢, eingesetzt am 25. Februar 1911. 











Wasser- Ur Stickstoff- Am-  Amino- 


KOrper- rin- 
q \onat und auf- | gehalt = moniak-  ctiek- An- 
. gewicht nahme menge des BER | stoft 
Tag |  Harns stoff merkungen 
| ing ing ineem ing in g in ¢g 





I. Periode: Hunger. 


Febr. 27.| 6800 | 300 270 | 1,169 | 0,069 | 0.066 
28. 6600 300 350 2995 | 0182 0.08% 


Il. Periode: 10 ¢ Glykokoll = 1,866 g Aminostickstoff 
+- 70 g Rohrzucker. 
" Mirz 1.| 6500 | 300 | 300 | 3,864 | 0,179 | 0,073 


; mi 
' 2.| 6500 300 300 | 3,647 | 0182 | 0.084 


} 
Ill. Periode: 70 g Rohrzucker. 
3,, 6400 300 300 | 1,735 | 0,112 | 0,070 


| 
| 


4., 6350 | 300 | 300 | 1,688 | 0,098 0,070 


IV. Periode: 10g Glykokoll = 1,866 g N + 30 ¢ Schweinefett. 





5.| 6220 | 300 42() | 3,763 | 0,172 0,125 Kot 
; 6. 6200 200 175 | 2,783 | 0,090 | 0,067 
| 7.| 6100 | 300 | 330 | 4,000 | 0173 | 0,135 Kot 
| 8. 6100 | 300 | 260 | 2,810 | 0,081 0,101 


V. Periode: 30 g Fett. 
9. | 6050 300 300 | 3,092 0.168 | 0.112 


| 

| - 

| Kot 
10. 6000 300 330 | 2,148 | 0.104 0,106 ; 


VI. Periode: 10 g Glykokoll == 1,866 g N. 


11.) 5750 | 300 | 400 | 3,315 | 0,106 | 0,202 
12.| 5650 | 300 | 330 | 2.760 | 0.059 | 0.165 
) 13. 5500 350 | 450 | 2,988 | 0,098 | 0.182 


| 
| 


VIL. Periode: Hunger. 
tw] 


14.| 6500 | 300 D4) 2.629 ).107 0.061 


15.) 5400 300 325 2870 | 0.145 0.065 
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Versuch VI. Fortsetzung. 
Eee pa Nee 
Korper- Wasser- — (Stickstoff- Am- Amino- 
Monat und auf- | _ gehalt = moniak-) gtic¢k- An- 
= gewicht ne Menge des | stick- | | 
Tag | anne | ~ | Harns | stoff ieee -merkungen 
in g ing incem) ing | ing | ing 
VIII. Periode: 10 g Tyrosin == 0,774 g Aminostickstoff. 
Miirz 16.) 5300 300 470. | 3857 | O175 | 0.070 
| g yy) ( 
» 17.) 5280 300 820 3.501 | 0140) 0,084 | Kot 23 g 


- 0,998 g N 
IX. Periode: 70 g Rohrzucker. 
18.) 5200 | 300 270 | 2,437 | 0,130 | 0,054 | 


X. Periode: 10 g Tyrosin == 0,774 g ai +- 70 g Rohrzucker. 
19.| 5150 | 3800 | 370 3,360. | 0140 | 0,105 


2; g 
2). 5050 | 300 | 320 | 3.348 | 0,100 | 0,092 | eS 5A 


== (),882 g N 


Mittelwerte der einzelnen Perioden 





Urin- Stickstoff-- Am- Amino- 
| gehalt des. moniak- | 














stickstoff 





/-menge ® 

| ©"| Harns _ stickstoff 

in cem in g in ¢ in ¢ 
I. Periode: Hunger ......./| 310 | 2,082 ; 0,125 0.075 


' 


I. Periode: 10 g Glykokoll == 1,866 ¢ | 
Aminostickstoff + 70 g Rohrzucker 800 | 3,759 0.180 0.078 


Ill. Periode: 70g Rohrzucker. . . | 300 «1,686 0,105 | 0,070 


IV. Periode: we he kokoll = 1,866 ¢ N| 


30 ¢ Schweinefett.| 296 | 3,339 | 0,129 | 0,107 


| 
| 
V. Periode: 30 g Schweinefett ; | 815 | 2.620 | 0,136 | 0,109 
VI. Periode: 10 g Glykokoll = 1,866 g| | | | 
Aminostickstoff. . .| 390 | 3,021 | 0,088 | 0,183 
| | | 
VII. Periode: Hunger... . . . «| 280 | 2,749 | 0,126 | 0,063 
VIII. Periode: 10 g Tyrosin = 0,774 g | fs 
Aminostickstoff . . .| 395 | 3,679 0.1457 | 0.077 


IX. Periode: 70g Rohrzucker. . ea 970) | 2.437 0.130 | O54 


X Periode: 10g Tyrosin = 0,774 ¢ N . . 
+ 70 g Rohrzucker.| 345 | 3,354 0,120 0,098 
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Versuch VII. 
} Hofhund Q, eingesetzt am 26. Februar 1911. 
: sii Korper- Wasser- Urin- Stickstoff- Am- Amino- B 
t ies | anieield we gehalt des) moniak-  stick- | e- 
1 saan Le nahme ©" Harnes | stickstoff — stoff ee 
: fags ing (in ecem incem| in g in g in ¢g i 
| Periode: Nach 4 Hungertagen 10g d-Alanin = 1,573 g Aminostickstoff 
-+- 90 g Rohrzucker. 
2. 8590 390 320 2,915 0.214 | O10+4 
; », 8500 350 300 2.710 0.200 | 0.098 
: Il. Periode: 90 g¢ Rohrzucker. 
| i. | 8430 350 | 340 1.605 | 0.084 | 0.126 
5 8300 359 370 1.379 0.173 0.107 | Kot 
; II]. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g N + 38.5 g Schweinefett. 
| 6. | 8250 350 | 260 2.520 0.134 | 0.076 
7. 8300 | 350 | 230 | 2484 | 0,093 0,103 
x.  §200 | 350 | 380 | 3.363 | 0196 | 0112 | Kot 
IV. Periode: 38,5 g¢ Schweinefett. 
a §150 3d0 300 2.358 | 0,093 0,089 
} 
LQ) 8050 350 370 1.951 | 0,112 0.056 
V. Periode: 10 g d-Alanin == 1,573 ¢ N. 
ia. 7900 350 330 2.071 | 0,076 0.106 
. 12. 7650 350 | 480 4.784 | 0196 | 0.136 | 
: 13 7990 350 300 | 2.943 | 0,128 0.124 
: 
VI. Periode: Hunger. 
l4. * 7580 350 270 | 1,771 | 0,070 0.070 
Is. 7400 350 | 400 | 2,698 0.164 | 0.046 | 
VII. Periode: 10 g Leucin = 1,069 g Aminostickstoff. 
LG, 7300 350 390 2 944 0.170 0.045 
” om po ee baa - Kot 12.8 g 
7. 7200 350 | 370 | 2,919 0.157 0.053 | 0.34 ¢ N 
5 VIII. Periode: 90 g Rohrzucker. 


Ls, 7150 | 3:0 330 1.800 0.140 0.032 


IX. Periode: 10 g Leucin = 1,069 g N + 90 ¢ Rohrzucker. 


1%, 7070 390 350 2,120 0.256 0,097 
20) 7100 350 310 2.050 0,227 0,088 


j 
* 
a 
1 
] 
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Versuch VII. Fortsetzung. 
Mittlere Werte der einzelnen Perioden. 








j j Stick- | Am- 

| Urin- | stoff- | | Amino- 
gehalt | moniak- | 

menge des | chiticatatt | stickstoft 





| Harnes 
ineem ing | ing in ¢ 
I. Periode: 10 g d-Alanin = 1,573 g | 
Aminostickstoff +- 90 g Rohr- | | | 
gucker .. . @ sss ss @ «| BO | BG) Cae h6flClU ORO 
II. Periode: 90 g Rohrzucker . . .| 35d | 1.492 0,128 O.116 
HI. Periode: 10 ¢ d-Alanin = 1,573 ¢ N | | | | 
++ 38.5 g Schweinefett . . . .; 290 | 2,772, 0,141 | 0,097 
IV. Periode: 38,5 ¢ Schweinefett. . 335 | 2144 0401 | 0.072 
, i ae | 
V. Periode: 10 ¢ d- heidi: =1,573¢N} 370 | 3,279) 0,133 | 0,122 
VI. Periode: Hunger... . . . | 835 | 2,234 | 0,117 | 0,058 
| | 
VII. Periode: 10 g Leucin = 1,069 g | | | 
Aminostickstof! ...... .| 380 | 2,931 | 0163 | 0.049 
ie <4 | | 
VIII. Periode: 90 g Rohrzucker . .| 330 | 1,800 | 0,140 | 0,032 
IX. Periode: 10 ¢ Leucin = 1,069 g N | | | | | 
+. 90 ¢ Rohrzucker .... 330 | 2,085 | 0,241 | 0,092 


Versuch I und II zeigen deutlich, dah die gleichzeitige 
Verabreichung von Rohrzucker den Aminostickstoffwert des 
Harns herabsetzt. In einem Falle (Versuch I) wurde neben 
Rohrzucker noch Schweinefett gegeben. Auch bei Eingabe 
von d-Alanin ist ein Einflu8 der Kohlenhydratzugabe auf den 
Aminostickstoffwert des Harnes deutlich vorhanden. 

Vergleicht man bei Versuch IV die Mittelzahlen aus den 
einzelnen Perioden, so ergibt sich, wie bei den analogen Perioden 
der Versuche I—III, daB nach Zufuhr von 10 g d-Alanin 
= 1,573 g Stickstoff der Ammoniakstickstoff und der Amino- 
stickstoff anstieg, verglichen mit der reinen Hungerperiode. Der 
Zusatz von 80g Rohrzucker resp. 34 g Schweinefett zum 
d-Alanin bewirkte in Ubereinstimmung mit Versuch III, daf beide 
Werte niedriger ausfielen. Vergleicht man die Gesamtstick- 
stoffwerte des Urins, dann zeigt sich, daB bei den einzelnen Perio- 
den zum Teil betriichtliche Retentionen stattgefunden haben. 
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Versuch V zeigt, wie Versuch I und II, die Ausscheidung von 
Aminostickstoff nach Verabreichung von Glykokoll mit und 
ohne Zusatz von Rohrzucker. Wurde gleichzeitig Rohrzucker ge- 
ceben, dann sank der Aminostickstoffwert betriichtlich, wiihrend 
die Ammoniakausscheidung gleich blieb. Die Resorption der 
verabreichten Aminosiiure war in allen Fiillen eine sehr gute. 

Bei Versuch VI haben wir vergleichende Versuche mit 
Giykokoll und Rohrzucker und der gleichen Aminosiure 
-. Fett ausgefiihrt. Bei Verabreichung des Kohlenhydrates war 
der Aminostickstoffwert geringer, als bei Zusatz von Fett und 
in beiden Fiillen bedeutend niedriger, als wenn Glykokoll allein 
verabreicht wurde. Endlich haben wir auch |-Tyrosin ge- 
seben. Der grofte Teil dieser Aminosiiure blieb unresorbiert. 
Wir konnten aus dem Kot 7,5 g (18. III.) resp. 7,2 g (20. III.) 
{vrosin wiedergewinnen. Die gewonnenen Resultate lassen sich 
aus diesem Grunde zur Entscheidung unserer Fragestellung 
nicht verwerten. Auffallend ist, dafi wahrend der Tyrosin- 
periode, trotz der geringen Resorption, der Stickstoffgehalt des 
Urins betréchtlich anstieg. 

Der siebente Versuch gibt einen Einblick in das Verhalten 
des Organismus gegeniiber d- Alanin bei Zugabe von Rohrzucker 
resp. Schweinefett und ohne jeden Zusatz. Beim d-Alanin 
machte sich die Beigabe von Kohlenhydraten resp. von Fett, im 
Gegensalz zu dem Verhalten von Glykokoll, wenig bemerkbar. 
Der Versuch mit l-Leucin ist wegen der vereinzelten Be- 
obachtung noch nicht diskutierbar. Aus dem Kot konnten wir 
0,15 g l1-Leucin isolieren. 

Fassen wir alle Beobachtungen zusammen, dann ergibt 
sich zunachst aus unseren Versuchen ein verschiedenes Ver- 
halten von Glykokoll und d-Alanin im Organismus des 
Hundes. Beiersterem machte sich ein Zusatz von stick- 
stofffreien Substanzen — Rohrzucker resp. Schweine- 
‘ett — deutlich in der Art bemerkbar, daf der im Harn 
ausgeschiedene Aminostickstoff erheblichabfiel. Beim 
d-Alanin war dieser Einfluf auch deutlich vorhanden, 
jedoch in nicht so ausgesprochenem Mabe. BeiEingabe 
von d-Alanin erschien im allgemeinen auch weniger 
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Aminostickstoff im Urin als bei Verabreichung von 
Glykokoll. 

Erwithnt sei noch, dai wir die Resultate der Formoltitra- 
tion in einzelnen Fiillen mit Hilfe von Triketohydrindenhydrat 
(Ruhemann) kontrolliert haben. Wir gingen so vor, dal wir 
den Urin so lange mit Wasser verdiinnten, bis die Blaufiirbung 
bei Zusatz des erwiihnten Reagenses ausblieb. Wir setzten 
dann den Stickstoffgehalt des gesamten Urins in Beziehung zu 
der eine eben noch positive Reaktion gebenden Verdiinnung. 
Die Resultate stimmten mit den nach Sdrensen gefundenen 
Aminostickstoffwerten tiberein, doch stieBen wir insofern auf 
Schwierigkeiten, als der Ammoniakgehalt des Harns erheblich 
stért. Wir kénnen deshalb unseren vorliufigen Versuchen noch 
keine Beweiskraft zuerkennen. Endlich wurde auch der in 
den einzelnen Perioden gesammelte Urin der Behandlung mit 
8-Naphthalinsulfochlorid unterworfen. Es konnten die einzelnen 
verfiitterten Aminosiiuren nachgewiesen werden. Von einer 
auch nur annéihernd quantitativen Bestimmung war keine Rede. 
Entspricht man der unerlifSlichen Forderung der Reindarstellung 
der isolierten B-Naphthalinsulfoprodukte, dann schrumpfen die 
zuerst erhaltenen Mengen ganz erheblich zusammen.  Roh- 
produkte in Rechnung zu setzen, ist nach unseren reichlichen 
Erfahrungen auf diesem Gebiete ganz unstatthaft. Alle Angaben 
in der Literatur, die sich nur auf die Tatsache der Bildung eines 
8-Naphthalinsulfoderivates oder auch eines anderen Aminosiiure- 
derivates beziehen, ohne ausgefiihrte Identifizierung, sind wertlos. 

Versuche unter ganz analogen Bedingungen mit Ammon- 
salzen — Ammoniumearbonat und Ammoniumacetat — unter 
Zusatz von Kohlenhydraten resp. Fett und ferner von Ketosauren 
(auf Grund der Versuche von Neubauer und Knoop) sind 


im hiesigen Institute im Gange. 


Anhangsweise seien noch kurz Versuche gestreift, die von 
Emil Abderhalden in Angriff genommen worden sind, um 
die Frage nach der Herkunft des Glukosamins im Mucin 
zu entscheiden. Es ist nach den Erfahrungen von Knoop’) 
nicht unwahrscheinlich, da8 Kohlenhydrate im Organismus direkt 


1) |. ©. 
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amidiert werden kOnnen. Ein derartiger Prozefi mu sich am 
leichtesten in den Speicheldriisen nachweisen lassen. Die 
Zellen dieser Driisen entnehmen dem Blut resp. der Lymphe 
das Baumaterial zur Bildung des Speichels. Im Mucin, dem 
charakteristischen Protein dieses Sekretes, findet sich auffallend 
viel Glukosamin. Es sprechen alle Beobachtungen dafiir, dab 
in den Zellen der Speicheldriisen dieser Aminozucker synthetisch 
aufgebaut wird. Wir haben nun versucht, eine derartige Syn- 
these nachzuweisen. Die ersten Versuche wurden so ausgefiihrt, 
daf ganz frische Speicheldriisen vom Pferde fein zerhackt wurden. 
Dann wurde der brei mit Wasser verriihrt und Traubenzucker 
resp. Livulose und Aminosdéuren (d-Alanin, l-Leucin und Glyko- 
koll) zugesetzt. Kontrollproben mit dem Brei allein, dem Brei 
-+. Dextrose resp. Liivulose und dem Brei -}+ Aminosiiuren 
wurden gleichzeitig angesetzt. Nach 24—48stiindigem Stehen 
bei 37° wurde das Gemisch mit Eisenhydroxyd enteiweibt. 
Dann gaben wir zur Vergiirung des Zuckers und der Amino- 
siure Hefe hinzu. Nachdem alles vergoren war, wurde wieder 
mit Eisenhydroxyd geschittelt, filtriert und das Filtrat stark 
eingeengt. Wir versuchten dann etwa vorhandenes Glukosamin 
als Hydantoin oder als salzsaures Salz abzuscheiden. Die Kontroll- 
versuche verliefen alle ohne Ausnahme negativ, dagegen ge- 
lang es in zwei Fallen, bei Zusatz von d-Alanin +- Trauben- 
zucker und in einem Falle bei Zusatz von Fruchtzucker -- 
d-Alanin, Glukosamin in einwandfreier Weise nachzuweisen. 
Die Ausbeute war in beiden Fallen so gering — angewandt 
50 g Speicheldriisenbrei, 10 g d-Alanin und 10 g Zucker, ge- 
wonnen ca. 0,5 g Glukosamin —-, dah wir es vorlaufig nicht 
wagen, bestimmte Schliisse zu ziehen. Erwiihnt sei noch, dal 
wir selbstverstiindlich bei allen Kontrollversuchen, auch wenn 
kein Zusatz von Zucker oder Aminosiiuren erfolgt war, Hefe 
angewandt haben, um zu priifen, ob diese etwa Glukosamin 
bildet resp. abgibt. Nur eine sehr grofe Zahl von Versuchen 
kann entscheiden. Die wichtigste Fehlerquelle ist die Bildung 
von Glukosamin bei der Autolyse des Speicheldriisengewebes. 
Versuche mit iiberlebenden Speicheldriisen — Durchspiilungs- 
versuche — sind vielleicht noch eindeutiger. 








Uber Jodspeicherung im Gewebe von Tumoren. 
Von 
Dr. M. Takemura aus Tokyo. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Marz 1911.) 


R. von den Velden!) fand in den Carcinommetastasen 
eines Krebskranken, der 5!/2 Stunden vor seinem Tode 3 g 
Jodnatrium subcutan erhalten hatte, Jod in nachweisbaren 
Mengen, nicht aber in dem normalen Lebergewebe der Leiche. 
Diese Beobachtung léaSt darauf schlieBen, dafi das Jod nach 
Jodalkalizufuhr reichlich in carninomatéses Gewebe aufge- 
nommen wird, resp. liinger darin verbleibt als in normalem. 
Im Tierexperimente lat sich ein solcher Vergleich der Jod- 
affinitéit der verschiedenen Gewebe nach moglichst vollstandiger 
Verblutung der Tiere an den blutfreien Organen noch einwands- 
freier durchfiihren. Da das Blut nach Jodalkalizufuhr, wie die 
Untersuchungen von Loeb?) gezeigt haben, ganz besonders 
jodreich ist und Jod besonders lange Zeit festhalt, und da das 
Blut mehr Jod enthilt als die meisten Organe — abgesehen 
von der Schilddriise, der eine spezifische Affinitét fiir Jod zu- 
kommt, und abgesehen von der Haut —, so wird man den 
Jodgehalt des Blutes am besten zum Vergleiche mit dem Gehalt 
der blutfreien Organe heranziehen. 

Auf Veranlassung von Herrn Prof. Gottlieb habe ich die 
Jodverteilung nach subcutaner Injektion von Jodkalium an Mausen 
studiert, welche Triiger experimentell tiberimpfter Tumoren waren. 
Die Versuchstiere waren dem Institute durch Herrn Professor 
von Wasielewski aus dem Institute fiir experimentelle Krebs- 





‘) R. von den Velden, Biochemische Zeitschr., 1908, Bd. IX, S. 54. 
*) O. Loeb, Archiv fiir experim. Pathol. und Pharmakol., 1907, 
Bd. LVI, S. 320. 
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forschung zur Verfiigung gestellt worden. Ich erlaube mir auch an 
dieser Stelle, fiir die freundliche Uberlassung zu danken. Es 
handelte sich um Adeno-Carcinome von Haseinuli- bis WalnuBb- 
grofhe; sie waren 3—4 Wochen alt und nach Uberimpfung von 
dem Stamm Bashford in 36. oder 37. Generation entstanden. 
Sie hatten eine weifliche Farbe, fiihlten sich nicht erweicht an 
und waren gegen das normale Gewebe gut abgegrenzt, soda 
sie sich leicht ausschalen lieBen. 

Zuvor war die Frage zu entscheiden, ob die fiir die 
quantitative Jodbestimmung ausgearbeiteten Methoden auch 
der weitgehenden Forderung gentigen, die Verteilung von 
wenigen Zentigrammen Jodkalium in den kleinen Versuchs- 
tierchen von 15—-30¢g Gewicht mit gentigender Genauigkeit 
feststellen zu kénnen. Wie die folgenden Versuche zeigen, 
cenigt die Feinheit der kolorimetrischen Bestimmung in der 
Aschenlésung der Organe in der Tat diesen Anforderungen. 
ich bentitzte zur quantitativen Bestimmung das von Baumann 
fiir die Schilddriise verwendete und durch Heffter und seine 
Mitarbeiter!) weiter ausgearbeitete Verfahren. Nur fiir die 
Veraschung der Organe habe ich die Methode nach Volhard?) 
vorgezogen. 

Die Organe wurden zunichst vollkommen getrocknet und innig mit 
der trockenen Mischung von 1 Teil kohlensaurem Natron und 2 Teilen 
Natronsalpeter vermengt im Verhiltnis von 1 Teil trockener Organsubstanz 
zu etwa 40 Teilen Salzmischung. Dieses Gemisch wurde im Platintiegel 
langsam erhitzt, zuletzt zu ruhigem Schmelzen gebracht. Nachdem die 
Schmelze weifi geworden, wurde sie in Wasser gelist und in einen 
Zylinder von 100 ccm Inhalt filtriert. Nach dem Erkalten wurde das 
Filtrat mit Schwefelsiure stark angeséuert und mit 10 Tropfen 1 °/o iger 
Natriumnitritlésung versetzt. 

Das in Freiheit gesetzte Jod wird mit 10 ccm Schwefel- 
kohlenstoff ausgeschiittelt. Die Bestimmung des Jods geschieht 
auf kolorimetrischem Wege durch Farbenvergleich mit der 








1) Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. XXI, S. 319. — Anten, Archiv 
fiir experim. Path. und Pharmakol., 1902, Bd. XLVIII, S. 331. — Howald, 
Diese Zeitschrift, 1897, Bd. XXIII, S. 209. — Loeb, Archiv fiir experim. 
Pathol. u. Pharmkol., 1907, Bd. LVI, S. 320. 

*) Volhard, Annalen der Chemie, Bd. CLXL, 8S. 40. 
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Nuance, die 10 ccm Schwefelkohlenstoff bei der Ausschiittelung 
von Wasser annimmt, dem eine ungefaéhr gleiche Menge von 
Siiure und von Natriumnitrit und soviel 0,2°/oige Jodkalilésung 
allmiihlich zugesetzt waren, bis die Farbennuance der Versuchs- 
proben erreicht ist. Wie die folgende Tabelle zeigt, erhielt ich 
nach diesem von Loeb geschilderten Verfahren etwa 91°)» der 
zugesetzten Jodmenge wieder, wenn zu 4 g frischen Organs je 
0,8 mg Jodkali zugesetzt waren. 


TF 








Organe | Zugesetzte Jodkalilisung \Wiedergefundene Menge Jk 
(Katze) | in mg in mg 
Leber | 0,80 | 0,75 
> | 0,80 | 0.75 
Niere | 0,80 | 0,70 
» | 0,80 | 0,75 


» | 0,80 | 0,70 
| | Im Mittel 0,73 
Noch genauere Resultate erzielte ich, als ich die kolori- 
metrische Bestimmung des in den Schwefelkohlenstoff iiber- 
gegangenen Jods mit dem Kolorimeter von Autenrieth und 
KGnigsberger!) vornahm, das sich mir in diesen Versuchen 
vortrefflich bewiihrte. Wie die folgende Tabelle zeigt, ergaben 
methodische Bestimmungen hei Zusatz von 0,6 mg, 0,8 mg und 
1 mg Jodkali zu 3—15 g Kaninchenorgan bei der Verwendung 
dieses Kolorimeters zur Jodbestimmung in der Aschenldsung 
iiberaus genaue Werte. Der Farbenunterschied in dem Kolorimeter 
ist am deutlichsten, wenn auf den unteren zwei Dritteln abgelesen 
werden kann. Es ist deshalb zweckmiibig, die Menge des zur 
Ausschiittelung zu verwendenden CS, je nach dem zu erwar- 
tenden Jodgehalt resp. nach dem Ausfall von Vorversuchen 
zu variieren. Wenn der Jodgehalt weniger als 0,04 mg _ in 
1 ecm CS, war, brauchte ich zur Ausschiittelung desselben nur 
5 ecm CS,. 


') Autenrieth und Kénigsberger, Miinchener med. Wochen- 
schrift, 1910, Nr. 19. 
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—_ Gewicht Gebrauchte Zugesetzte Wieder- 
frisch getrocknet| trockene Substanz | JK-Lésung | gefunden Jk 
gane a4 
g g in g in mg in mg 


ts] 








Leber | 15,451, 4,182 0,764 0.8 0.8 


4,182 0,939 1,0 0.99 




















5 | 4,182 1,050 0.6 0.53 
Niere | 3,690) 0,750 0,728 0,8 0.78 
3.789 0,774 0,712 1.0 0.99 
Blut | 15,689 2,565 0,660 0.6 0.53 
15,689, 2,565 0,480 0.8 0,78 
Muskel 14,258 3,078 1,110 0.6 0,55 
14,258 3,078 0,880 0,8 0,76 


Mittels dieser Methode habe ich zunichst die Verteilung 
des Jods bei Kaninchen untersucht, denen 0,3 g Jodkalium 
pro Kilogramm subcutan injiziert waren. Die Tiere wurden 
immer 4 Stunden nach der Injektion aus der Carotis verblutet. 

Ich lasse zwei Versuchsprotokolle folgen. Die Versuche 
ergeben eine Bestitigung der Resultate Loebs. Das Gehirn 
ist blutfrei; Muskeln, Leber sind jodarm; dann folgt die Lunge. 
Am jodreichsten sind Blut und Haut. Die Stelle der Niere in 
der Reihenfolge der Organe wechselt, was sich wohl aus dem 
wechselnden Gehalte des Nierenbeckens und der Kaniilchen an 
jodreichem Harn erklirt (Vers. I u. Il). 

Nach dem Ausfall dieser Vorversuche konnte ich erwarten, 
auch die Verteilung entsprechend geringerer Jodmengen in den 
Organen kleinerer Versuchstiere mit geniigender Schiirfe be- 
stimmen zu kénnen. Das Bild der Jodverteilung in den Organen 
normaler Mause, denen 4—5 Stunden vor der Verblutung etwa 
8—10 mg Jodkalium pro 10 g Koérpergewicht subcutan injiziert 
waren, stimmt im allgemeinen mit dem Befund an Kaninchen 
iiberein. Auch die Mauseorgane wurden frisch gewogen. Die 
kleinen Organe resp. Proben der Muskulatur wurden zunichst 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, sodann der grobte Teil 
der Trockensubstanz aus dem Trockenglischen in einen Platin- 
tiegel tibergefiihrt und der Rest zuriickgewogen. Der kolori- 
metrisch bestimmte Jodgehalt wurde auf 1 g frische Substanz 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. b 


















82 M. Takemura, 


Versuch I. 








Normales Kaninchen. — 1730 g Kérpergewicht. 
0.519 g¢ KJ (pro Kilo 0,3 g) subcutan injiziert. 
1h p.m. Injektion. 















































5h =» ~=©Verblutung. 
EE = $$ 
Gewicht Gebrauchte | me JK 
Organe frisch mde. oo | owe 
ge Substanz 
ge g g frisch 
Gehirn . ..... «| 2,987 | 0,629 0,624 ~ 
Muskel (linke Seite) . 3,492 | 0,826 0,808 0,035 
Muskel (rechte Seite) . 3.209 | 0.768 0,750 0,032 
Leber (rechte Lappen) 3,220 | 0,880 0,875 0,044 
ne ee 2.893 | 0.360 0,330 0,06 
Lunge (linke) . .. .] 2,706 | 0,561 0,520 0,10 
Niere (linke). .... 2.132 | 0.475 0,470 0.14 i 
piu... se) 4828 «| (O76 0,761 0,22 
We cat és ewe 2.580 | 0,713 0.712 0.33 
Versuch II. ; 
Normales Kaninchen. — 1570 g Koérpergewicht. 
0,471 g¢ KJ (pro Kilo 0,3 g) am Riicken subcutan injiziert. 
12%° p.m. Injektion. i 
429 » Verblutung. r 
Gewicht Gebrauchte | mg JK 
Organe frisch getrocknet Lee pro § i 
~ ‘ g 
g | g g frisch i 
ON 6 ee se we 3.216 | 0,699 0,610 0 
Muskel (linke Seite) . 3.244 | 0,658 0.637 0,029 
Muskel (rechte Seite) . 3.304 | 0.684 0,645 0.026 
ae ae ae ne 2.818 0.328 0,325 0,028 
Leber (rechte R.) . . 3.396 0,902 0,882 0,048 
Lunge (rechte). .. . 3,263 0.620 0.610 0.062 
WE 6 ieee ee Re 4,773 0,726 0.726 0,104 
Oe .. vibe iat w -tees 2.396 0,798 0,597 0,111 
Niere (linke). .... | 3475 | 0,635 0.613 0,143 
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berechnet. Um meine Resultate ohne weiteres mit denen Loebs 
in Vergleich stellen zu kénnen, habe ich in den Protokollen 
den Jodgehalt als Jodkalium berechnet und ausgedriickt. 

Ich lasse zundchst einige Versuchsprotokolle iiber die 
‘odverteilung in dem Méausekorper folgen. 


Versuch IV. 


Normale Maus. — 20 g K6rpergewicht. 


2 g JK subcutan injiziert, 


nach 5 Stunden aus der Carotis verblutet. 



































- ~ Gewicht Gebrauchte . 
‘ines ae : | trockene |mg KJ pro g 
rgane frisch | getrocknet Substanz frisch 
g g . 
Leber . « 1,006 | 0,292 0,287 0.182 
Verdauungskanal 2.824 0.535 0,527 0,316 
Niere (beide) . 0,397 0.100 0,093 0.406 
Muskel . 1,045 0,407 0,403 0.44 
Blut . 0,440 0,098 0,095 0.49 
Haut . 0,533 0.189 0,189 1.20 
Versuch V. 
Normale Maus. — 22 g Koérpergewicht. 


0.018 ¢g JK (pro Gramm 0,8 mg) zur Injektion gebraucht. 


1h p.m. Injektion. 














5h » Verblutung. 
Gewicht Gebrauchte ‘ 

Organe frisch getrocknet a i = agg 

wn frisch 
g B g 

luskel 2.084 0,523 0,498 0,15 
Leber ss 1,413 0,400 0,395 0,179 
dauungskanal 2,788 0.568 0.550 0,22 
Niere 0.354 0.088 0.085 0.35 
B 0,316 0,068 0,059 0,58 
Haut 0.599 0,271 0.271 0,634 
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Versuch VI. 
Normale Maus. — 16 g Korpergewicht. 
12,8 mg JK subcutan injiziert. 
12h p.m. Injektion. 
459 » Verblutung. 
Gewicht Gebrauchte ’ 
Saaiiii trockene | mg JK pro » 
rgane frisch getrocknet | Substanz a 
. 2 g 
; 
Muskel . 0,784 0,177 0,174 0,10 | 
Leber 0,665 0,189 0,186 0.15 
Verdauungskanal 1,432 0.311 0,310 0,17 
Niere 0,187 0,050 0,048 0,22 
Haut. . 0,835 0,266 0,266 0.34 
Blut . ‘ 0,485 0,107 0,105 0,41 
Wie die Versuche zeigen, stimmt die Jodverteilung in : 








dem Korper der Miiuse — wenigstens was die von mir unter- 
suchten Organe anlangt — mit den Feststellungen Loebs am : 


Kaninchen iiberein. 


Versuch 
Gehirn 
Muskel 
Leber 
Auge 
Lunge 
Niere 
Blut 
Haut 


Versuch IV. 
Leber 


Verdauungskanal 


Niere 
Muskel 
Blut 
Haut 


Ich stelle die Reihenfolge der Organe nach 
ihrem Jodreichtum nochmals geordnet zusammen: 


Normalkaninchen: 


I. 


Normalmaus. 
Versuch V. 


Muskel 
Leber 


Verdauungskanal 


Niere 
Blut 
Haut 


Versuch II. 
Gehirn 
Muskel 


Auge 
Leber 


Lunge 


Blut 
Haut 
Niere. 


Versuch VI. 


Muskel 


Leber 


Verdauungskanal 


Niere 
Haut 
Blut. 


Be 
as 
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Abgesehen von Versuch IV, in dem die Muskeln aus- 
nahmsweise viel Jod enthielten, stimmen die Versuche gut 
untereinander uberein. Die Abweichung in Versuch IV diirfte 
von einer schlechten Verblutung des Tieres herriihren; dadurch 
nihert sich der Gehalt der Muskeln dem des jodreichen Blutes. 
\Var die Verblutung eine gute, so waren Leber und Muskeln 
omer sehr jodarm, obgleich der Blutgehalt dieser Organe vor 
der Verblutung ein reichlicher ist. Die Stelle der Niere wechselt 
wie bei den Kaninchenversuchen auch hier in der Reihenfolge 
des Jodgehaltes. 

Zur weiteren Kontrolle der Methode habe ich in einem 
meiner Versuche (Versuch IX) gepriift, wieviel sich von 25,6 mg 
lodkali, die einer 32 g schweren Maus subcutan injiziert waren, 
n der Summe der Ausscheidungen und der im Tierkorper ver- 
hliebenen Jodmenge wieder finden labt. Die in Versuch einzeln 
bestimmten Jodmengen in den veraschten Organen betrugen 
in diesem Versuche (s. 5. 87) zusammen 7,167 mg Jodkalium; 
der gesamte tibrige Mauskorper (Knochen, Muskeln usw.) wurde 
verascht und darin noch 5,27 mg gefunden; der wiihrend der 
: Stunden nach der Injektion ausgeschiedene Harn, Exkremente 
usw. wurden durch Ausspiilen des Glasbehilters gesammelt 
und in diesen Ausscheidungen 13,04 mg Jodkalium gefunden. 
innerhalb 4 Stunden war in diesem Versuche sonach fast die 
‘liilfte des Jods wieder ausgeschieden worden. Die Summe der 
einzelnen Anteile der wiedergefundenen Jodmengen betriigt 
29,48 mg von 25,6 mg injizierten Jodkaliums. 

In nachfolgenden Versuchsprotokollen stelle ich nun die 
esultate zusammen, die an den Tumormiiusen gewonnen 
wurden, welche die gleiche Menge Jodkalium pro Gramm KO6rper- 
-ewicht gleichfalls subcutan 4—5 Stunden vor dem Verblutungs- 
‘ode erhalten hatten. Die Versuche zeigen, dafs die Reihen- 
ige der normalen Organe, nach dem Jodreichtum geordnet, 
oi den Tumormiiusen die gleiche ist wie bei den normalen. 
as Tumorgewebe schiebt sich in diese Reihenfolge der nor- 
malen Organe zwischen die jodarmen — Muskeln, Leber, Ver- 

‘uungskanal — und zwischen die jodreichsten Gewebe — 
biut und Haut — ein. Auffallend ist der hohe Gehalt des 
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Exsudates, das sich in der Peritonealhéhle der Tumormaus in 
Versuch IX fand. Es erinnert dieser Befund an den relatiy 
hohen Jodgehalt, den ein Pleuraexsudat des Carcinomkranken 
von den Veldens aufwies. 


Versuch VII. 


Tumormaus. — 26 g Koérpergewicht. 
20,8 mg JK zur Injektion. 
11°° a.m. Injektion. 
459 p.m. Verblutung. 
Der Tumor war in die Peritonealhéhle durchgebrochen, in der letzteren 
war himorrhagische Flissigkeit enthalten. 



































Organe frisch ac “trockene = ” ile 
frisch 
“ s g 
Muskel. .... 1,432 0,260 0,203 0,25 
OROF «se wee 1,235 0,240 0,239 0,29 
Verdauungskanal 2,004 0,312 0,295 0,32 
Niere 0,380 0,047 0,039 0,48 
Tumor. . 4,948 0,897 0,870 0,58 
Blut . . 0,966 0,096 0,063 0,73 
eee 0,690 0,230 0,230 0,81 
Versuch VIII. 
Tumormaus. — 33 g Korpergewicht. 
26,4 mg JK subcutan injiziert. 
11%° a.m. Injektion. 
3°° p.m. Verblutung. 
Gewicht Gebrauchte : | 
Organe frisch getrocknet a - 1 _ 
frisch 
g x x 
Leber. vs us 1,638 0,419 0,418 0,255 
Maskel....«« 1,670 0,338 0,335 0,288 
Verdauungskanal 2,322 0,473 0,462 0,327 
Niere 0,349 0,083 0,082 0,536 
Tumor . 4.330 0,850 0,353 0.654 
RRs « «eed 1,023 0,283 0,283 0,851 
Blut. . 1,041 0,182 0,177 0,942 
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Versuch IX. 


Tumormaus. — 32 g Koérpergewicht. 
25,6 m JK subcutan injiziert. 
12°° Injektion. 
4°° Verblutung. 
Der Tumor war in die Peritonealhéhle hineingewachsen und die 
Bauchhéhle enthielt himorrhagisches Exsudat. 










































Gewicht Gebrauchte . | 
Organe frisch | getrocknet a - 7 ia 
pat stanz frirch 
g | g g 
Muskel. . . . . 1450 | 0,250 0,23 0,258 
Leber .....- 1566 | 0,351 0,344 0,323 
Verdauungskanal| 3.076 | 0,603 0,586 0,353 
Niere ..... 0,493 | 0,085 0,053 0.628 
iC 4.075 | 0.757 0,434 0.719 
a re 1247 | 0,133 0,103 0,948 
; ee 1,053 | 0,279 0,279 0,968 
: Exsudat ... . 1,925 | 0.135 0.131 1,021 
Versuch X. 
Tumormaus. — 13 g Koérpergewicht. 
; 10.4 mg JK subcutan injiziert. 
12*° Injektion. 
E 48° Verblutung. 
: Gewicht Gebrauchte ’ 
Organe frisch | geteocknal brea = i ide 
i | © stanz frisch 
g | g g 
Muskel. ....] 0.812 | 0,181 0,180 O11 
| Verdauungskanal 1,296 0,299 0,298 0,17 
| Leber... .. 0.666 0,189 0,187 0.18 
ee a as 0,195 0,047 0.045 0.41 
TUMOR. « & « 0,095 0.018 0,016 0.476 
Blut... ... 0,213 0.051 0.045 0.479 
MOM. . see 0,398 | 0,124 0,124 0,53 











Ich lasse wiederum eine Ubersicht iiber die Ergebnisse 
an den Tumormiiusen folgen: 
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Tumormiiuse. 

Versuch VI Versuch VIII Versuch IX Versuch X. 
Muskel Leber Muskel Muskel 
Leber Muskel Leber Verd.-K. 
Verd.-K. Verd.-K. Verd.-K. Leber 
Niere Niere Niere Niere 
Tumor Tumor Tumor Tumor 
Blut Haut Blut Blut 
Haut Blut Haut Haut 

Exsudat. 


Das Carcinomgewebe niihert sich in seinem Gehalte dem 
der jodreichen Organe. Der Abstand zwischen dem Jodgehalte 
der jodarmen Organe (Muskel, Leber, Verdauungskanal) und 
der beiden jodreichen, Blut und Haut — die Schilddriise konnten 
wir bei den kleinen Versuchstierchen nicht in Betracht ziehen — 
ist ein recht groBer. Nehmen wir den Gehalt des blutes als 
100 an, so betrigt der der Leber nur 27—39°/o dieses Wertes, 
der Jodgehalt der Muskeln nur 23—38%4°/o. Das Tumorgewebe 
steht nun dem Blute an Jodreichtum nur wenig nach; den 
Jodgehalt des Blutes = 100 gesetzt, enthilt es 69—99°/o 
dieses Wertes. Darnach scheint es, daf das Jod nach subcutaner 
Injektion von Jodalkali in dem blutarmen Tumorgewebe _be- 
sonders reichlich gespeichert wird, jedenfalls viel reichlicher 
als in den parenchymatésen Organen, Leber und Niere, oder 
in den Muskeln. Fehler in der Verblutung der Tiere wiirden 
den Jodgehalt von Leber, Niere und Muskeln nur noch hoher 
erscheinen lassen: die Jodaffinitiét des Carcinomgewebes im 
Vergleich zu den blutreichen Organen ist also tatsiichlich viel- 
leicht noch eine grobere. 

Durch die Untersuchungen von Loeb!) ist es bekannt, 
dali die Jodverteilung nach der Einftihrung lipoidléslicher Jod- 
verbindungen eine wesentlich andere ist als nach Jodkalizufuhr. 
Unsere Feststellungen beziehen sich nur auf die Verteilung des 
Jods nach Einfiihrung von Jodalkali. In welcher Form das 


') O. Loeb, a. a. O., Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmakol., 1907, 
Bd, LVI. 
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lod in den Tumoren gespeichert wird, ob als Jodalkali oder 
» organischer Bindung, habe ich mit Riicksicht auf die Klein- 
heit der in Betracht kommenden Mengen nicht festzustellen 
ersucht. 





Unsere Kenntnisse tiber die Speicherung medikamentiser 
Substanzen in pathologischen Geweben sind bisher sehr gering. 
-halb schien uns die Erweiterung des von von den Velden!) 
rhobenen Befundes durch unsere Untersuchung experimenteller 
\iusetumoren der Mitteilung wert. Ais unsere Versuche schon 
nige Zeit abgeschlossen waren, erschien eine Arbeit blumen- 
als,?) in der die Speicherung von Arsen in dem Sarkom 
| vines Hundes und in dem Sarkom einer Ratte nach der In- 
a ektion von Atoxyl erwéhnt ist. Auch andere fremde Substanzen 
i werden somit reichlicher in das Tumorgewebe aufgenommen 
Die Salicylsiiure-Speicherung in erkrankten Gelenken haben 
coby und Bondi®*) festgestellt; fiir das Jod haben Loeb und 
Michaud‘) gezeigt, dafi das tuberkulés erkrankte Gewebe Jod 
speichern vermag und daf sich Jod im aseptischen Eiter 
nes durch Terpentininjektion erzielten Abszesses anhiiuft. Jod- 
speicherung scheint also in recht verschiedenen pathologischen 
“eweben vorzukommen. 
Es war deshalb von Interesse, auch andere experimentelle 
‘umoren daraufhin zu priifen, ob ihnen die Fahigkeit, Jod zu 
eichern, in gleicher Weise zukiime wie den Miiusecarcinomen. 
ql ‘hh bin dem Assistenten des Institutes, Herrn Dr. Steppuhn, 
: zu Danke verpflichtet, daB er nach meiner Abreise von Heidel- 
erg zur Ergiinzung meiner Befunde auch das experimentelle 
>arkom von Ratten und die Jodverteilung in den normalen 
eweben dieser Tierart untersuchte. Auch diese Versuchstiere 
rdankt das Institut Herrn Prof. v. Wasielewski. 
Normale Ratten wurden 4 Stunden nach der subcutanen 
ektion von 8 mg pro 10 g Ratte verblutet und der Jodgehalt 


'y von den Velden, a. a. O., Biochem. Zeitschrift, 1908, Bd. IX. 
*, F. Blumenthal, Deutsche med. Wochenschr, {[910, Nr. 49 

)} M. Jacoby u. Bondi, Hofmeisters Beitrage, 1:6, Bd. VII 

‘, O. Loeb u. Michaud, Biochem. Zeitschrift. 1907. Bd, HI. 
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von Muskeln, Leber, Verdauungsorganen, Nieren, sowie der 
des Blutes und eines gereinigten Hautstiickes einer von der 
Injektionsstelle entfernten Hautstelle mittels der geschilderten 


Methode bestimmt. 


Die kolorimetrische Bestimmung erfolgte 


mit dem Authenrieth-Kénigsbergerschen Kolorimeter. Ich 
lasse die Versuchsprotokolle tiber die Jodverteilung an 2 nor- 
malen Ratten hier folgen. 


‘Versuch I. 
Normale Ratte. — Gewicht 108 g. 
85 mg subcutan injiziert. 
1h Injektion. 
5h Verblutung. 








| Frischgewicht | Trockengewicht 


mg JK pro l ¢ 


























piesa | g | g Frischgewicht 
Muskel 3.1232 0,8140 0,159 
Leber... .. 3,0954 0,8497 0,187 
Verdauungskanal . . 5.4979 1.3382 0,198 
Niece... 2... 1,3158 0,3562 0,378 
Haut .|  1,8428 0.8595 0.443 
eee 2.4004 0.5244 0,495 
Versuch II. 

Normale Ratte. — Gewicht 139 g. 

110 mg subcutan injiziert. q 

1h Injektion. : 

5h Verblutung. ; 

Organe Frischgewicht | Trockengewicht | mg JK pro lg : 

| g | g Frischgewicht 

Muskel ...... 1.8751 |  0,4590 0,138 j 
Leber... 2... 4.6713 | 20186 0,170 : 
Verdauungskanal . .| 3,1357 0.8648 0,208 4 
Nieren ...... | 1,3930 0,3482 0,281 ' 
Blut 8.2265 1,6686 0,365 4 
Haut oa 1,0617 0,4970 0,484 q 
Wie die Versuche zeigen, stimmt die Reihenfolge des 4 

















Jodgehaltes auch in den Organen der Ratte mit den Befunden 


Loebs am Kaninchen und den meinigen an der Maus iiberein 
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Die Sarkome waren durch Uberimpfung von einem Jensen- 
schen Stamme gewonnen. Sie erreichten bis Wallnubgrobe. 
Das Tumorgewebe war derb und blutirmer als das der Car- 
cinome, aber keineswegs cirrhds. 

Ich lasse die Versuchsprotokolle iiber die Jodverteilung 
an zwei Sarkomratten folgen. 


Versuch III. 


Sarkomratte. — Gewicht 120 g. 
95 mg subcutan injiziert. 
1) Injektion. 
5h Verblutung. 












































Organe | Frischgewicht | Trockengewicht mg JK pro kg 
g . g Frischgewicht 
Muskel. . 2... | 2.7632 0.7269 | — 0,0889 
Leber... ... | 4,0649 1844 = O,148 
Verdauungskanal . | 3,3840 0,8611 | 0,314 a 
Sarkom «. +... | 2.5404 0,4223 0,457 
ae 1,1776 0,2062 | 0.485 
i 0,6808 0,2467 0,639 
i ee ee 2,7598 | 0,5530 0,923 
Versuch IV. 
Sarkomratte. — Gewicht 152 g. 
120 mg subcutan injiziert. 
1h Injektion. 
5h Verblutung. 
iia Frischgewicht | Trockengewicht mg JK pro kg 
- g g Frischgewicht 
Mamie. se ee | 45664 | 1,1839 0,239 
Leber»... ee | 26188 |  0,8564 0,276 
. Verdauungskanal . | 49292 11199 | 0,349 
Sarkom ..... | 6,6827 | 1.2094 0.459 
4 Nierens 2... 1.49099 | 0.3932 0,587 
; eee 1,0314 | 0,3828 0,681 


Blut....... 2 F204 | 0.5251 0,809 
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Auch der Jodgehalt des Sarkomgewebes steht demnach, 
wie der des Mauscarcinoms, in der Mitte zwischen den jod- 
armen Geweben — Leber, Muskeln, Verdauungskanal — und 
den jodreichen Geweben — Haut und Blut. Auch der Jod- 
gehalt des Sarkomgewebes steht den jodreichen Geweben niiher; 
dennoch ist die Jodaflinitéit des Rattensarkoms eine deutlich 
geringere, als die des Méusecarcinoms, Dies erhellt am besten 
aus dem Vergleich mit den Blutzahlen. Setzt man den Jodgehalt 
des Blutes — 100, so enthiilt das Sarkomgewebe 49—56 9/0 
dieses Blutwertes, wiihrend die Mausecarcinome 69—99 °/o des 
Jodgehaltes im Blute erreichten. 

Die Ergebnisse lassen sich dahin zusammenfassen: 

1. Nach subcutaner Injektion von Jodalkali stimmt die Jod- 
verteilung im Organismus der Maus und der Ratte mit der 
von Loeb festgestellten Jodverteilung beim Kaninchen tiberein. 

2. Der Jodgehalt der experimentellen Méausecarcinome, 
sowie der Rattensarkome ist ein relativ hoher; bei den Miiuse- 
carcinomen niihert er sich dem der jodreichsten Gewebe — 
Blut und Haut —, wiihrend die Rattensarkome eine etwas ge- 
ringere Jodspeicherung aufweisen. 














Uber das Entwassern der Hydrogele mit Ather. 
Von 


Vi. Stanék. 


Mit zwei Abbildungen im Text. 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Marz 1911.) 


Das Entwiissern von gelartigen Produkten bietet bekannt- 
lich bei biochemischen Untersuchungen, wo man hauptsichlich 
mit kolloiden Stoffen zu tun hat, besondere Schwierigkeiten. 

Durch Einwirkung der erhéhten Temperatur bei Warm- 
trocknen erfolgen allzu leicht irreversible Zustandsinderungen 
des Kolloids; man erhilt gew6hnlich hornartige, dunkelgefirbte 
Gebilde, welche nicht mehr die urspriinglichen Hydratations- und 
LOslichkeitsverhiiltnisse zeigen; die Gegenwart von organischen 
Siiuren hat auch hydrolytische Vorginge zur Folge. Die ge- 
briuchlichen Exsikkatoren mit Schwefelséure oder Chlorealcium 
wirken zu langsam, als dafi man sie zu priparativen Arbeiten 
verwenden konnte. 

In diesen Fallen verwende ich seit einigen Jahren einen 
Atherexsikkator, welchen ich nachfolgend beschreibe. 

Mit diesem Exsikkator kann z. B. die Hefe zu schwach 
gelblichem, leichtem Pulver getrocknet werden. Die Pektin- 
stoffe, pflanzliches Albumin, frische Bliitter, Riibenbrei, Leber 
und sonstige tierische Organe werden binnen verhiiltnismibig 
kurzer Zeit zu miirbe Masse entwiissert, wobei z. B. die vor- 
handenen Katalasen an Wirksamkeit nicht einbiiSen. 

Von der Leistungsfahigkeit des Apparates zeugt der folgende 
Versuch: 52 g Riibenbrei mit 78 °/o Wasser wurden in 36 Stunden 
bis auf 98,5°/o Trockensubstanz entwiissert. Kleinere Mengen 
(9—10 g) breliger Substanzen werden binnen einiger Stunden 
trocken. 








Q4 Vl. Stanék, 


Der Apparat stellt einen Exsikkator vor, welcher statt 
Luft Ather enthiilt, welcher bekanntlich das Wasser rascher 
aufnimmt. Der wasserhaltige Ather sinkt zu Boden des Ge- 
fibes und gibt sein Wasser an festes Atznatron tiber. 

Das Trocknen wird verschiedentlich ausgefiihrt, je nach- 
dem die zu trocknende Substanz in Ather lésliche oder un- 


losliche Bestandteile enthilt. 


In Ather unldsliche Stoffe werden folgendermaken ge- 
trocknet: In das 2—3 1 fassende Glasgefii®B A (Fig. 1) wird ein 
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Fig. 1. 


mit einer Porzel- 
lanschale oder ei- 
nem Blechstreifen 
C. unterlegtes 
Korbchen aus 
grobem Metallge- 
flecht gestellt. 
Dieses Korbchen 
wird mit gewohn- 
lichem Natron in 
Stangenform 
(Chlorcalcium eig- 
net sich nicht, da 
es das Glasgefa 
zersprengt) bis 


zum Rande gefiillt und mit einem groben Sieb D, mit angelétetem 
dicken Draht E bedeckt. In das Gefaé8& A wird sodann Ather 
bis zu etwa 38cm vom Rande gefiillt und dasselbe mit dem 
Deckel H geschlossen, dessen Rand in Quecksilber taucht, womit 
die Rinne FF zum Teil angefiillt ist. Die zu trocknende Sub- 
stanz wird auf Filtrierpapier (mit Drahtsieb unterlegt) oder noch 
besser auf feiner Seidengaze verteilt, welche mit einer Metall- 
feder I iiber einen etwa 15—20 mm hohen und mit zwei Ver- 
tiefungen versehenen Blechzylinder gespannt ist. 

Die Verteilung der zu trocknenden Substanz auf dem Fil- 
trierpapier oder der Seidengaze erfordert eine gewisse Sorgfalt, 
denn falls die Substanz nicht hinreichend locker aufgetragen 
wird, dauert die Entwiisserung relativ lange. 
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oe 


‘ Wenig feuchte Substanzen werden einfach auf die Unter- 
: lage geschiittet; breiige durch ein grobes Sieb (Nr. 10—20) 

durchgedriickt oder mittels eines Drahtes aufgelockert. Sehr 
é nasse Substanzen koOnnen vorher etwas abgeprebit oder mit 
' pordsen Stoffen (Zellulose, Infusorienerde) vermischt werden. 
Das Trocknen von Substanzen, welche in Ather lisliche 











: Bestandteile (Fette, Chlorophyll, Harze usw.) enthalten, wird 

" nach dem Prinzip, welches badische Soda- und Anilinfabrik 

patentierte, ausgefiihrt. Das wasserhaltige Losungsmittel wird 
niimlich in einem besonderen GefiiBe entwiissert und von neuem 
verwendet. 

Zu diesem Zweck dient der Exsikkator Fig. 2. Der Ather 
| wird aus dem Kolben A auf dem Wasserbade abdestilliert ; 
: seine Diimpfe entweichen durch das breite Glasrohr B in einen 

— 
, es ae , & 

ie ie ne \ } 
an ilies SSS 
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B | | 
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Fig. 2. 
\ihler, welcher in der gezeichneten Weise mit B durch einen 
‘ummistopfen verbunden ist, auf welchem eine etwa 1 cm hohe 
Ouecksilberschichte sich befindet. Die kondensierten Déimpfe 
‘lieben durch das 5 mm weite Rohr C in das Entwiisserungs- 
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gefii}. Bei E ist ein Einfiilltubus, an dem wiihrend des Ent- 
wiisserns ein Sicherheitsrohr angebracht ist. 

Das EntwiisserungsgefiiB ist unten nebst dem Zuleitungs- 
rohr noch mit dem AblaBrohr fiir zerflossenes Atznatron ver- 
sehen, welches sonst in Quecksilber untertaucht. Durch Senke: 
des Quecksilberniveaus liiBt man die Lauge ab. Der getrocknete 
Ather flieSt dann durch die dickwandige Glasréhre L in dey 
Extraktor O. Die Kautschuckstopfen bei M und N sind mit 
Quecksilber bedeckt. | 

Zur Probenahme und zum Ablassen von Ather dient der 
mit Chlorcalciumlésung bestrichene Hahn R. 

Mit diesem Apparate wurden 40 g zerkleinerte Riiben- 
bliitter binnen 15 Stunden auf 3°/o Wassergehalt getrockne! 
und von allem Chlorphyll befreit. 

Aus dem Laboratorium der Versuchstation fiir Zucke: 

industrie in Prag. 




















Zur Kenntnis der Hefegarung. 
Von 


Hans Euler und Gunnar Lundegqvist. 


Mit sieben Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Marz 1911 


Wenn bei der Reaktion 
C,H,.0, —7» 2CO, + 2C,H,-OH 

» nunmehr allgemein angenommen wird, Zwischenprodukte 
‘treten, so besteht die Méglichkeit, daf die bei der Vergiirung 
rschiedener Hexosen gebildeten Zwischenprodukte verschieden 
.d. Die bis jetzt vorliegenden Angaben iiber die Existenz 
nl Art dieser Zwischenprodukte widersprechen sich im hohen 
rade. Da aber die Frage nach den enzymatischen Zwischen- 
aktionen der Giirung mit derjenigen nach der Stellung des 
masekomplexes zum Plasma eng verkniipft ist,!) so sind im 
esigen Institut mehrere Untersuchungen angestelit worden, 
lche dieses nicht unwichtige Kapitel der Zuckerchemie und 

Enzymchemie betreffen. 

Als Zwischenprodukte kommen in Betracht nicht nur 
iosen, wie Glycerinaldehyd und Dioxyaceton oder Methylglyoxal, 
udern teils Phosphorsiiureester der Hexosen selbst. teils Phos- 

rsdureester der Spaltprodukte. 

Die hier mitzuteilenden Versuche liefern einen Bettrag 

Dynamik der Vergiirung und sollen besonders Aufschlubd 
en tiber den Verlauf der Bildung von Alkohol und Kohlen- 


') Vel. Euler und af Ugglas. Diese Zeitschnft, Bd. LAX, S, 279, 


> 
und Euler und Kullberg. Diese Zeitschrift, Bd. LAAT. Ss. 14. 1911 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f physiol. Chemie. LNNI 
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siiure aus verschiedenen Zuckerarten in Anwesenheit und Ab- 
wesenheit von Phosphaten. 


Vergiirung der Maltose. 

Aus den Angaben der Literatur schien hervorzugehen. 
dafi die Maltose ungefiihr ebenso schnell vergoren wird, wie die 
Glukose. Es ist dies auffallend, da die Spaltung der Maltose, 
wenn dieselbe tiberhaupt von der Giirung unabhiingig gemacht 
werden kann, nicht oder sehr wenig schneller verlauft als die 
Giirungsreaktion. Wir haben es in Riicksicht auf die Méglich- 
keit, dafi die Hydrolyse der Maltose mit ihrer Vergiirung doch 
enger verkniipft ist, als man nunmehr allgemein annimmt, er- 
forderlich gehalten, die wenigen vergleichenden Versuche, die 
liber die Spaltung von Maltose und Glukose vorliegen,!) zu 
erganzen. 


Versuchsanordnung. 


Die meisten Versuche wurden volumetrisch ausgefiihr! 
Die vergéirende Zuckerlésung befand sich in kleinen Erlen- 
meyer-Ko6lbchen, welche luftdicht mit Gasbiiretten durch kapil- 
lare ROhren verbunden waren. Wihrend der Dauer der Reaktio:: 
befand sich das Gas iiber der giirenden Fliissigkeit unter einem 
Unterdruck von etwa 140 mm Quecksilber, abgesehen von den 
Augenblicken, in welchen das Ablesen des Gasvolumens statt- 
fand. Mehrere Minuten vor jeder Ablesung wurde der Inhal 
der Kélbchen geschiittelt. Diese MaBregel ist absolut notwendiz. 


') Slator, Journal Chem. Soc., Bd. LXXXIX, S. 138, 1906. 
Die folgende Tabelle von Slator bezieht sich auf die Anfang- 
geschwindigkeiten der Kohlensaureentwicklung. 

















EEE 
Tem- |Konzentration Garungsgeschwindigkeit 
peratur | des Zuckers | Glukose | Fruktose Saccharose ~ Maltose 
30 5 100 | 91 103. 101 
30 5 100 | 90 — 1. me 
25 5 100 | — 106 — 
25 4 100 94 - — 
25 10) 100 91 am 84 
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um die sehr starke Ubersiittigung aufzuheben, welche in giiren- 
den Fliissigkeiten stets eintritt. Die Giirkélbchen befanden sich 
in einem Thermostaten, dessen Temperatur sich sehr genau 
auf 30° hielt. Alle in diesem Abschnitt mitgeteilten Versuche 
sind, sofern nichts anderes angegeben, bei 30° ausgefiihrt. 

Bei einigen anderen Versuchsreihen wurden die Erlen- 
meyer-Kolbchen, in welchen sich die giirende Zuckerlésung 
befand, mit Meissl-Ventilen verschlossen, und die entweichende 
Kohlensaure wurde durch Wiagung ermittelt. Hierbei haben 
wir stets vor der Wiigung die Kohlensaéure durch Luft ersetzt. 

Parallelversuche wurden stets gleichzeitig ausgefiihrt. 
Die GroBe der Versuchsfehler geht aus folgendem Beispiel 
hervor, welches sich auf 2,0°/oige Glukoselisung bezieht (Tab. 1). 
Angewandt 0,5 g Hefe auf 25 cem Lésung. 

Tabelle 1. 


oe sail = Pec socaiiaiimaimaaah 


Minuten | 15 | 30 | 60 | 120 | 180 | 200 | 220 | 24 




















lcem CO, -| 85 | 16 | 338) 71 | 100 | 1065! 109 | 110.5 
ll ccm CO, .| 10 | 18 | 358! 73,5} 102 | 108 | 111 | 1125 
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Die beiden Zahlenreihen der Tabelle 1 verlaufen fast voll- 
kommen parallel. Die Differenz von 2 ccm ist wihrend des 
ganzen Reaktionsverlaufes konstant. 

Sowohl in dieser verdiinnten wie in konzentrierteren Li- 
sungen ist in der ersten Halfte der Reaktion die Menge der ent- 
wickelten Kohlensiure der Zeit proportional, und der Reaktions- 
verlauf wird in diesem Bereich durch eine gerade Linie dar- 
gestellt, wie man aus vorstehender Figur 1 ersieht. 





Maltose und Glukose. 


Nach Slator (1. ¢.) wird Maltose in 5°/oiger Liésung 
etwas schneller vergoren als Glukose. Unsere Versuche gaben 
folgende Resultate: 


Tabelle 2. 








Maltose, 2,0°%/oig Glukose 2,0°% ig 





Minuten Versuch IX | Versuch XXV | Versuch IX | Versuch XXV 





ccm | ccm 
12 
21,5 





§1 
GQ) 
o7 
100 


102.5 _ 








Bei einigen Versuchen mit 2,0°/oigen Lésungen erhielten wir bein 
Jeginn der Reaktion folgenden Verlauf der Kurven, wie die neben- 
stehende Figur 2 angibt. Es ist nicht wahrscheinlich, daf hier Versuchs- 
fehler vorliegen; vielmehr diirfte eine gewisse Vorbehandlung der Hefe 


diese Ergebnisse veranlassen. 
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- 
Die relative Verga- | | RS | 
rungsgeschwindigkeit tien i¢ acne” 
der Maltose und Glu- | “| 
kose ist indessen von | 
der Konzentration des | 
Zuckers abhingig.*) Die | | 
beiden Kurven nihern 7 | 
sich einander mit stei- 
cender Konzentration. 
70 20 JO 40 SO CCM 
Fig. 2. 
Tabelle 3. 
Maltose 8° oig Glukose 8° olg 
Minuten Versuch Va | Versuch XIla Versuch Vb Versuch XIIb 
ecm CO, ecm ccm ccm 
20 15 14 12 11 
40) 28 26 25 22 
60 43 37 4) 36 
SU 55,5 50 53,5 1) 
100 70 63.5 7 64.5 
120 81 76 83 77 
150 98.5 99 100 97 
180 118.5 119 117 115 
240 153 160 160 154 


iy 


[ 


~ 








Wie aus der Tabelle 3 hervorgeht. besteht in 8 °/oiger 
‘sung nur ein geringer Unterschied zwischen der Vergirungs- 
eschwindigkeit der beiden Zuckerarten. Etwas grofer fiel die 
Yerenz aus, als zwei Parallelversuche durch Wagung ange- 
‘ellt wurden. Mit einer Hefe, welche allerdings etwas anders 


vorbehandelt worden war, als die friiher angewandte, erhielten 


Y 


wir folgende Zahlen:?) 





) i. «¢ 
2) Die drei Versuche sind von einander vollsténdig unabhangig 
Wassergehalt der Hefe betrug durchschnittlich 60° 
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— . - pe) 

Auf 25 cem Lésung 0,5 g Versuch A. Versuch B. | Versuch C., 

veprefte Hefe 120 Minuten 150 Minuten 220 Minuten 
Temperatur 30° g CO, ¢ CO, | g¢ CO, 
Maltose 2. ........| 0,106 | 01580 | 0.2260 
Geko ke ee 0,117 0.1930 | 02750 


Nagegen ergab sich bei einer Temperatur von 10°: 








——— : — 
190 Minuten 310 Minuten 





¢ CO, | ¢ CO, 
meee. 6 Ss a FeO See 0.0943 0.1542 
Glukose . 0.0953 01510 


Untersucht man an einer giirenden Loésung gleichzeitig 
die Kohlensiiureentwicklung und den Drehungsriickgang, so ge- 
winnt man einen Anhaltspunkt, wie viel Maltose in einer ge- 
wissen Zeit hydrolysiert, aber noch nicht vergoren worden ist, 
mit anderen Worten, wie viel schneller die Hydrolyse verlaufen 
ist, als die Giirung. Wir fiihren aus einer gréferen Versuchs- 
reihe einige Beispiele an. 








Entwickelte CO, Drehungsriickgang 
ve | ain °o der — in °o der 
f ’ made ‘ 
vs Gesamtmenge Gesamtdrehun: 
135 Minuten. 0.1450 14.8 10,32—8,72 | 15,5 
240 >, 0,2629 | 26,8 10,32—7,22 | 30,0 








Wie man sieht, ist der Uberschu8 der Hydrolyse_ itiber 
die Giirung sehr gering: es wurden z. B. in 240 Minuten 
26,4°/o der Maltose vergoren; dies entspricht einem Drehungs- 
riickgang von 10,32 auf 7,56, wiihrend 10,32—7,22 gefunden 
wurde. Die Differenz betriigt 0,34°, und wie leicht berechnet 
werden kann, wiiren hiernach 5°/o der urspriinglich vorhan- 
denen Zuckermenge als Glukose vorhanden. Indessen ist zweifel- 
los selbst dieser Wert noch zu hoch, da es sich gezeigt hat, 
da} auch in Glukoselésungen und zwar infolge des Aul- 
tretens eines Zwischenproduktes sich eine derartige (oder meis! 
noch groOfere) Differenz einstellt. 
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Wir kombinieren jetzt die beiden an unserer Hefe fest- 
| cestellten Tatsachen, daf einerseits die Vergérung der Mal- 
‘ose nur wenig langsamer erfolgt als diejenige der Glukose, 
d daB anderseits die Hydrolyse der Maltose nicht oder 
nur wenig schneller verliiuft als die Giirung dieses Zuckers. 
Man konnte geneigt sein, folgenden Schluf zu ziehen: 

(a nach obigem Ergebnis die Glukose in vergiirenden Maltose- 
sungen nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden sein 
kunn, und da anderseits die Gadrungsgeschwindigkeit der vor- 
handenen Zuckermenge proportional ist, so miifte, wenn nur 
(ilukose vergoren wiirde, die Giirungsgeschwindigkeit hOchstens 
eiwa 3,20 von derjenigen einer gleich konzentrierten Glukose- 
‘sung betragen. Da nun erfahrungsgemiif die Girungsge- 
5 | schwindigkeiten annihernd gleich sind, so muf auch die Mal- 
; tose der direkten Giarung unterliegen. Der von E. Fischer 
; -efthrte Nachweis, dai viele Hefen ein Maltose spaltendes 
| Hnzym enthalten, sagt ja noch nicht, dai nicht Maltose unter 
(mstinden von diesen Hefen direkt gespalten werden konnte. 
; Eine solche SchluSfolgerung halten wir indessen nicht fiir 
: ‘wingend, und zwar aus folgenden Griinden: Fiir die Giirungs- 
seschwindigkeit kommt nicht sowohl die Konzentration der die 

‘efe umgebenden Losung in Betracht, als vielmehr die in den 

/ellen vorhandene Zuckermenge bezw. die Menge der Komplexe 
Zucker-Plasma. Uber den Zuckergehalt der Hefezellen und 

essen Abhangigkeit von der aiuferen LOsung wissen wir nichts 

Hestimmtes. Aber wir kOnnen wohl annehmen, da der Zucker- 

: cehalt der Zellen klein ist. Wir haben anzunehmen, dab eine 

| bindung des Zuckers an das Plasma eintritt, und dal die Nach- 
: ieferung des vergorenen Zuckers durch Diffusion erfolgt. Bei 
| er Vergiirung sehr schwacher Zuckerldsungen wird die Diffu- 
sonsgeschwindigkeit den zeiilichen Verlauf der Giirung be- 
‘immen; fiir die Diffusionsgeschwindigkeit gilt aber die Gleichung: 


‘dt 

1 weleher A die Siittigungskonzentration des Zuckers in der Zelle 
leutet und x die Zuckerkonzentration in derselben zur Zeit t. Aus 
«m Verlauf der |. c. S. 133 wiedergegebenen Kurve von Slator 
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scheint hervorzugehen, dafi bei Vergiirung von 5°/oigen und stiir- 
keren Lésungen die Siittigungskonzentration des Zuckers immer 
erreicht ist, und dah also in solchen Lésungen nicht mehr die 
Diffusionsgeschwindigkeit, sondern die Umwandlungsgeschwindig- 
keit des Zuckers den zeitlichen Verlauf der Garung bestimmt. 

Wenn nun die Hydrolyse der Maltose ebenso schnell erfols: 
als die Vergirung, so steht dem Plasma, an dem sich ja die 
Bruchstiicke schon befinden, ebenso viel Glukose zur Verfiigung, 
als in jedem Zeitteil verbraucht wird, und es ist also trotz 
der eingangs erwahnten Tatsachen mit den Grundsiitzen 
der chemischen Kinetik nicht unvereinbar, anzunehmen, dai; 
die Maltose zunachst hydrolysiert wird. Die Menge des 
an Plasma gebundenen Zuckers kann eben bei der Vergiirung der 
Maltose so grof sein wie bei der Vergirung der Glukoselésungen. 

Bekanntlich iben Phosphorsaure bezw. Phosphate auf die 
alkoholische Garung eine beschleunigende Wirkung aus. Harden 
und Young haben diesen Einflu8 in der Weise gedeutet, daB die 
vergiirenden Kohlenhydrate mit der Phosphorsiure Ester bilden. 
welche als Zwischenprodukte der Giirung fungieren. Im hiesigen 
Laboratorium ist eine Untersuchung im Gang, welche die bei 
der Garung entstehenden Ester der verschiedenen Kohlenhydrate 
behandelt. Da anzunehmen war, da®B der Grad und die Ge- 


Tabelle 4. 
Versuch XVI und XVII. 























Mannose Glukose 
Ln 
8 Fo | 4 %o 8 %/o | 4% 
20 6 | 7 12 | 10,5 
40 12.5 | 13,5 24.5 20 
60 18,5 | 20,2 38 31 
80 25 | 27 51,5 44 
100 328 | 33.5 65.5 54 
120 5 | 40 81,2 65,5 
150 52 | 49.5 104 82.5 
180 66 | 58.8 124.8 | 98 
240 93,5 | 80 1645 | 197 
300 122.5 100.5 203 45 
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schwindigkeit der Esterbildung in dem Einflu{ der Phosphate 
auf die Gaérung zum Ausdruck kommt, haben wir die folgen- 
den Messungen angestellt. 

Zunichst haben wir die relative Vergiirungsgeschwindigkeit 
der Mannose und Glukose gemessen. 

Bei einigen Versuchen mit 4°/oigen ZuckerlOsungen wurde 
die Kohlensaéure gewichtsanalytisch bestimmt. Temperatur 20°: 


aL NN ERS DS TST CSS A 
| | | 
Minuten i ae 8 (Juotient 
| Kohlensiiure 














Glukoe@ «= 6 « «© & «| 240 0,1180 
Mannose | 240 0,0088 1,34 
Glukose | 330 0.1640 | — 
Wei nc ca! 330 01240 1,32 
Die Mannose wird also durchgehend langsamer vergoren 
und zwar ist der Unterschied in der Geschwindigkeit offenbar 
um so groBer, je groBer die Konzentration des Zuckers ist. 
Die Unterschiede im Geschwindigkeitsverhiiltnis bei den 
gewichtsanalytischen (1,33) und den volumetrischen Versuchen 
(1,6) kénnen auf der ungleichen Versuchstemperatur beruhen. 


(20 bezw. 30°.) 





Tabelle 5. 


Einflu{ von Phosphat auf die Girungsgeschwindigkeit. 


Mannose Glukose 














~ Versuch XX | Versuch XXII Versuch XXI | Versuch XXIII 








| > |..2° 0 2°o | | 2%. ‘neutr. 
‘ sai | NaH, PO, NaH, PO, a | NaH,PO, Phosphat 





| 15,5 | f 10 
135 | 125] 31,5 5b) 24 | 23 
195 | 185] 51 | 
25 | 25 72 
93 
112.5 
148 | 
176,83 | | 
239.5 | 216 | 2195 
295 4: 268 280 
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Das Ergebnis dieser Tabelle ist, dafB NaH,PO, unter den 
Umstiinden, unter welchen die Girung der Glukose beschleunigt 
wird, auf die Mannosegiirung ohne Einwirkung ist. 

II. 

Die nachstehenden Versuche beziehen sich auf die Frage: 
Unter welchen Bedingungen und bis zu welchen Grenzen iinder' 
der lebende Organismus, speziell der Mikroorganismus seinen 
Enzymgehalt bezw. die Wirksamkeit seines Enzymsystems? Es 
handelt sich bei den folgenden Versuchen um solche Ande- 
rungen in der Giirwirkung der Hefe, welche nach kurzer, wenige 
Stunden dauernder Vorbehandlung mit verdiinnten Lésungen 
von Zucker und Phosphaten auftreten. 

Methodik: Die Girwirkung wurde in der auf S. {8 
ungegebenen Weise gemessen. Die wiihrend einer gewissen 
Zeit vorbehandelte Hefe wurde nach Ablauf dieser Zeit auf 
dem Filter kurz gewaschen, abgepreft und auf Tontellern ge- 
trocknet. Der Wassergehalt eines jeden Hefepriiparates wurde 
durch Trocknen bei 105° bestimmt; er schwankte zwischen 
63 und 73°/o; die zu vergleichenden Girungsgeschwindigkeiten 
wurden wegen des ungleichen Wassergehaltes korrigiert. Ein 
Parallelversuch wurde jedesmal mit Hefe ausgeftihrt, welche 
sich wiihrend der Vorbehandlungszeit in reinem Leitungswasser 
befand, und zwar bei der gleichen Temperatur wie die unter- 
suchte Lisung. Die zu allen Versuchen angewandte Hefe war 
eine untergirige Bierhefe der hiesigen St. Eriksbrauerei. Die- 
selbe wurde am Versuchstage etwa 1 Stunde mit Leitungs- 
wasser von 10° gewaschen und dann abgeprebt. 

Die nebenstehenden Kurven der Figur 3 stellen den Einflui 
dar, welcher durch reines und neutralisiertes NaH,PO, ausgeiit 
wird, einerseits, wenn dieses Salz bei der Giérung anwesend¢ 
ist (die beiden unteren Kurven), anderseits, wenn die Hefe vor 
der Giirung damit in Beriihrung ist (die obere Kurve; sie fail! 
mit der fiir unbehandelte Hefe erhaltenen zusammen). 

Das Ergebnis ist, daB unsere Hefe, deren Garwirkung 
durch Phosphate beschleunigt wird, durch eine mehrstiindige 
Vorbehandlung mit Phosphat nicht oder héchstens 5°/o gir- 


kraftiger wird. 

















Po 


andern Hefen recht er- 
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ZL —— mit Wesser 




















| c 
| x | smn) li said PO, | 
es a | | a AZT — - aa u bedi | 1 7o Asparagin 
50 00, 50 200 20ceem' YAO 50 100. + +%150. 200¢c” 
Fig. 3. Fig. 4. 


Analytisch wurde festgestellt, dab unsere Hefe aus Natrium- 
phosphatldsung kein Phosphat aufgenommen hatte. Ein Zusatz 
von 0,1°/o Asparagin (Fig. 4, Kurve III) aénderte an diesem 
ceringen Effekt nur wenig. 

Die folgenden Versuche (Fig. 5) betreffen Girungen, bei 
velchen die Hefe mit Zuckerlésungen ohne Phosphat (Kurve II) 
und mit Phosphat (Kurve III) vorbehandelt worden war. 

5 g Hefe bleibt wahrend 2 Stunden bei 18° mit 100 cem 
1° oiger Rohrzuckerliésung in Bertihrung. Die Hefe wird hieraut 
ibfiltriert, gewaschen und auf Ton getrocknet. 

Der Parallelversuch blieb wiéhrend der gleichen Zeit mit 
Wasser in Bertihrung g 



































ind wurde hierauf eben- * | z 
oa tT 3 
falls auf >trock- . 
. Ton getrock r -* 
net, Len 
“7 
Wie nebenstehende Aa 
es a as ; P« 
tigur 3 zeigt, ist der " nia 
; fA 
Lifekt der Vorbehand- ‘— 
¢7 
‘ : n2 7 
ung auch hier gering.") , Ber 
Da im hiesigen La-$| 7% 
} . ee bd 8 a 
voratorium friiher mit3 
%¢@ 25 50 71S 100 725 ccm 


Fig. 5. 


', Im Anschlufi an diese Versuche sei auch erwiihnt, daf\ wir die 
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hebliche Anderungen der Girkraft erzielt worden waren, und da 
die Frage, auf welchen Ursachen die verschiedene Empfind- 
lichkeit der Heferassen beruht, von bedeutendem Interesse ist, 
haben wir nicht verséiumt, die von uns angewandte Hefe ana- 
lytisch zu charakterisieren.?) 

Abgeprebte Hefe wurde zuerst im Pafiburgschen Apparat 
im Vakuum und dann bei 105° im Trockenschrank bis zur 
Gewichtskonstanz entwAassert. 

Phosphorsdurebestimmung: Vor dem _ Einaschern 
wurde die Hefe mit 5—6 ccm 2-norm.-Sodalésung versetzt, um 
den in der Hefenasche vorhandenen Uberschu8 an Siure zu 
binden. Nach dem Veraschen wurde der Riickstand wihrend 
etwa 4 Stunden mit HNO, behandelt, um Pyrophosphat in Ortho- 
phosphat tiberzufiihren; die weitere Bestimmung geschah nach 
der Methode von Woy. 

I. 1,9878 g Trockenhefe gaben 0,1291 g Mg,P,0, 5,72 HPO, 
= 4,14°/o P,O,. 

II. 2,7006 g Trockenhefe gaben0,1700 g Mg,P,0, 5,54H,PO, 
= 4,02°%o P,O,. 

Stickstoffbestimmung: 4 Bestimmungen nach der 
Methode von Kjeldahl ergaben die Werte: 

8,53 — 8,57 — 8,45 — 8,35. Mittel: 8,48 °/o N,,. 

Eine Stickstoffbestimmung nach Dumas lieferte folgen- 
den Wert: 

0,1100 g getrocknete Hefe gab 8,1 ccm N, bei 22,5° und 
768 mm Hg. 

Das Praparat enthalt also 8,37°/o N,. 
Hefe auch mit Hefewasser vorbehandelt haben, in der Erwagung, dal die 
organischen Phosphate dieses Extraktes das Zymasesystem der lebenden 
Hefe beeinflussen kénnten. Indessen war der Effekt ein negativer; nach 
2 stiindiger Beriihrung war die Girungsgeschwindigkeit um 10°/o verminder!. 

Dieses Resultat erinnert an das Ergebnis von E. Buchner (Die 
Zymasegirung, S. 113), dafi Hefeprefisaft die Girtiatigkeit der lebenden 
Hefe hemmt. 

*) Die Girkraft der Hefe ist durch den in Fig, 1 dargestellten Ver- 
such gekennzeichnet. Invertasesystem: 0,25 g abgeprefite Hefe = 0,1 2 
getrocknete Hefe in 25 ccm 8°%oiger Rohrzuckerlésung ergaben eine In- 
versionskonstante k-10* == 365. 
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Wahrend der Stickstoffgehalt normal ist — C. Lintner’) 
hat in 9 Proben von untergiriger Bierhefe den Stickstoffgehalt 
zwischen 7,74 und 8,80 gefunden —, iibertrifft der Gehalt 
unserer Hefe an Phosphorséure, rund 4,0°/o P,O, den hochsten 
von Lintner gefundenen Gehalt, 3,84°/o. Die von Lintner 
angegebenen Grenzen sind 3,21—3,84 und das Mittel ist 3,6. 
Buchner und Haehn?) sowie Schénfeld und Krampf’) 
haben allerdings kiirzlich noch héhere P,O;-Gehalte gefunden. 
Wahrscheinlich wird sich der ziemlich geringe EinfluB, den 
Phosphate auf die Gérung unserer Hefe besitzen, darauf zu- 
riickfiihren lassen, dafi der Phosphorgehalt derselben bereits 
von vornherein sehr hoch ist. Jedenfalls deuten hierauf die 
folgenden Versuche hin, welche friiher mit einer Hefe M vom 
Phosphorgehalt 3,52°/o P,O, erhalten wurden: 

50 g Hefe M der , 


Hamburgerbrauerei Tt 
bleibt 2 Stunden bei 18° L Vorbehendelh mit Hao V4 



































mit 11 einer 10°/oigen - 7 

Zuckerlésung in Berth- ra 

rung, welche 2°%/oig in #@ 

bezug auf NaH,PO, ist. Fa 

Der Parallelversuch ist #7 tL | 

mit Wasser angestellt. ee - 

Hier hat also die Vor- 2 % Wa H2 POw 

behandlung mit Phos- 9% %% %9 7% #0 125 
Fig 6. 


phat, wie Fig. 6 zeigt, 
innerhalb der ersten 3 Stunden eine Zunahme von etwa 
10°/o ergeben. 

Mit der Hefe M waren schon friiher folgende Versuche 
angestellt worden: 

Je 100 g Hefe wahrend 2 Stunden behandelt: 

Mit 1 Liter 10°/oiger Rohrzuckerlésung (a). 

Mit 1 Liter 2°/oiger Natriumphosphatlésung (b). 





') Zeitschrift f. d. ges. Brauwesen, Bd. VI, S. 397, 1883. 
*) Biochemische Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 418, 1910. 
*) Wochenschrift fiir Brauerei, Bd. XXVIII, S. 157 u. ff., 1911. 
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Mit einer Lésung, welche 10°/o Rohrzucker und 2° , 
Phosphat enthielt (c). 

Das Resultat ergibt sich aus folgender Figur 7. (O = un- 
behandelte Hefe.) 

Der Einflu8 von Rohrzucker, a, und von Phosphat, b. 
jedes fiir sich, ist also gering; beide zusammen, c, beschleunigen 
jedoch die Girung. Diese Versuche stehen in bester Uber- 
einstimmung mit dem von Lange!) erhaltenen Ergebnis. Uber 
den Phosphorgehalt dieser Hefe sind keine Angaben gemacht. 
Die erwahnten Re- 
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S Garung in Gegenwart 
Ss 2 

5 oO as 50 7S 700 725 ¢CM von Phosphorsaure 2 


Fig. 7. Molekiile Phosphat auf 
2 Molekiile Hexose in der Weise einwirken, daB 1 Molekiil 
Hexosephosphat entsteht, wéhrend ein zweites Hexosemolekii! 
in Alkohol und Kohlenséure gespalten wird. Die Richtigkeit 
dieser Auffassung beruht natiirlich in erster Linie auf der Richtig- 
keit der bis jetzt noch nicht festgestellten Formel des Phos- 
phoresters. Wir wollen dieselbe hier nicht diskutieren; durch 
weitere Versuche soll festgestellt werden, ob nicht bei der 
Zuckerspaltung in Gegenwart von Phosphaten ein Phosphor- 
siiureester entsteht, welcher die weitere Zuckerspaltung kata- 
lytisch beschleunigt, und ob nicht dieses organische Phosphat 





') Wochenschrift fiir Brauerei, 1907. — Beitraége zur Physiologie 
der Hefe. Herausgeg. von M. Delbriick. Berlin, Institut fiir Garungs- 


gewerbe, 1910. 
*) Proc. Roy. Soc., Bd. LXXX, S. 299, 1908. 
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identisch ist mit dem von Harden und Young, sowie von 
Buchner und Meisenheimer studierten sog. Co-Enzym der 
Zymase. 

Bei denjenigen Fallen, in welchen die kurze Vorbehandlung 
mit Rohrzucker-Phosphat einen EinfluB ausiibt, sind zwei Még- 
lichkeiten vorhanden beziiglich der Art dieses EKinflusses: Ent- 
weder der Enzymgehalt der Hefe variiert, oder aber der Enzym- 
cehalt ist eine fiir jede Hefe charakteristische Grobe, welche erst 
im Laufe von Generationen langsam geindert werden 
kann; in letzterem Fall ist es nur die Wirksamkeit des 
Enzymsystems, welche, den duferen Einfliissen folgend, 
rasch wechselt. 

Fiir die letztere Annahme spricht die tiberwiegende An- 
zahl der bis jetzt bekannten Tatsachen; da diese Frage fiir 
das Studium der Variationen von Mikroorganismen von grund- 
legender Bedeutung ist, werden wir bald auf dieselbe ein- 
gehender zurickkommen. 


Zusammenfassung. 


1. Die von uns untersuchte Hefe erwies sich sehr maltase- 
arm; die durch dieselbe hervorgerufene Spaltung der Maltose 
zu Glukose verliuft wenig oder nicht schneller als die Ver- 
giirung dieses Zuckers. Trotzdem wird von dieser Hefe Maltose 
annihernd ebenso schnell vergoren wie Glukose. Man kinnte 
hieraus auf die direkte Vergérung der Maltose schliefen, in- 
dessen lassen sich die beiden erwéhnten Tatsachen auch in 
anderer Weise miteinander vereinbaren. 

2. Die Giirung der Glukose wird bekanntlich sowohl 
durch neutralisiertes als durch reines Mononatriumphosphat 
beschleunigt, (2°/oiges NaH,PO, beschleunigt die Girung einer 
8° oigen Zuckerlésung durch die Hefe H um etwa 25°/0). Die 
Girung der Mannose wird unter den gleichen Um- 
stinden nicht beeinflu&t. Dies deutet darauf hin, daB die 
bei der Vergirung der Mannose eintretenden Zwischenreak- 
tionen teilweise andere sind als diejenigen, welche bei der 
Girung der Glukose statthaben. 











112 H. Euler und G. Lundeqvist, Zur Kenntnis der Hefegirung. 


3. Die von uns untersuchte Hefe andert durch Vorbehand- 
lung mit Zucker, Phosphat oder Mischungen dieser beiden 
Stoffe ihre Girwirkung nicht; es liegen also keine hinreichenden 
Anhaltspunkte dafiir vor, daf ihr Zymasegehalt durch die Garung 
beeinfluBt wird. Auch bei anderen Hefearten, bei welchen 
durch eine Vorbehandlung die Girwirkung gesteigert werden 
kann, diirfte nicht die Zymase selbst eine Verainderung 
erfahren, vielmehr scheinen die Hilfsstoffe des Enzyms be- 
einfluBt zu werden. 

4. Unsere Hefe, welche gegen Vorbehandlung mit Phos- 
phat unempfindlich ist, zeichnet sich durch einen hohen Phos- 


phorsaduregehalt aus. 























Uber das Schicksal der N-frelen Abkémmlinge der aromatischen 
Aminosauren im normalen Organismus. ‘) 
Von 
Akikazu Suwa aus Japan. 





(Aus der Il. medizinischen Klinik in Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1911.) 


Durch die Untersuchungen von W olkow und Baumann?) 
sowie von Langstein und Falta’) sind Tyrosin und Phenyl- 
alanin als die Muttersubstanzen der bei der Alkaptonurie im 
Harn ausgeschiedenen Homogentisinséure erkannt worden. Eine 
Reihe von Griinden, auf die hier nicht weiter eingegangen 
werden kann, *) spricht fiir die Annahme, da die Homogentisin- 
siiure auch im gesunden Organismus als intermediiires Abbau- 
produkt dieser beiden aromatischen Aminosiuren auftritt. 

Die Frage, welche Zwischenprodukte beim Abbau der 
aromatischen Aminosaéuren zu Homogentisinsaéure entstehen, 
ist in Versuchen mit verschiedenen Derivaten des Pheny]l- 
alanins von Neubauer und Falta ) studiert worden. Ihre 
Versuche schienen fiir die Annahme zu sprechen, dafi die Amino- 
siuren zunachst durch NH,-Abspaltung in die entsprechenden 
Oxysauren tibergehen. In diesem Sinne sprach, daB die dem 
Phenylalanin zugehorige Oxysiiure, die Phenyl-a-milchsaure, eben- 

1) Die Resultate dieser Versuche wurden bereits auf dem VIII. inter- 
nationalen Physiologenkongref; in Wien 1910 kurz mitgeteilt (Diskussion 
zum Vortrag Prof. Knoop); inzwischen hat Kotake (Diese Zeitschrift, 
Bd. LXIX, S. 409 [1910}) iiber Ahnliche Untersuchungen berichtet. 

*) Wolkow und Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 266 (1891). 

3) Langstein und Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XX XVII,S.513 (1903). 

*) $.0. Neubauer in Abderhaldens Biochem. Handlexikon, Bd. IV, 
2. Halfte, S. 860 (19114). 

5) O. Neubauer und Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 81 (1904). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 8 
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falls in Alkapton tiberging. Eine weitere Stiitze bot die Angabe. 
da in manchen Fallen von Alkaptonurie statt der Homogen- 
tisinsiiure oder neben ihr eine andere Siure von 4&hnlichen 
Kigenschaften, die «Uroleucinsaure», ausgeschieden werde, die 
man als Hydrochinon-o-milchséure betrachtete. !) 

Neubauer und Flatow?) konnten nun aber durch Syn- 
these der Hydrochinon-a-milchséure zeigen, daf dieser soge- 
nannten Uroleucinséure, wenn sie tiberhaupt als chemisches 
Individuum existiert, sicher nicht die Formel der Hydrochinon- 
milchséure zukommt; und Garrod und Hurtley) hatten bald 
nachher Gelegenheit, festzustellen, dab ein von Kirk stammendes 
Praparat von «Uroleucinséure» im wesentlichen aus unreiner 
Homogentisinséure bestand. 

War damit der eine wichtige positive Anhaltspunkt fiir die 
oben bezeichnete Art der Homogentisinséurebildung gefallen, 
so haben die Untersuchungen Neubauers‘) an den Abkémm- 
lingen des Tyrosins ihre vollige Unhaltbarkeit ergeben. Sie 
haben gezeigt, dafi die dem Tyrosin entsprechende Oxysaure 
(p-Oxyphenylmilchsaure) kein Alkaptonbildner ist, daf sie also 
auch kein Zwischenprodukt bei der Homogentisinséurebildung 
sein kann. Dagegen hat sich ergeben, dafi die dem Tyrosin ent- 
sprechende Ketonsaéure (Oxyphenylbrenztraubensaure) Homo- 
gentisinsdure bildet. Auf Grund dieser und anderer Versuchs- 
ergebnisse spricht sich Neubauer dafiir aus, daB die Ketonsauren 
als die obligaten Zwischenstufen beim Abbau der Aminosauren 
aufzufassen sind. Eine weitere Stiitze findet dieser Schluf in 
den Versuchen von Neubauer und Gross, *) welche zeigten, 
dali die kiinstlich durchblutete Leber aus Oxyphenylbrenztrauben- 
siiure reichlich Acetonkoérper bildet, wie aus Tyrosin; dagegen 





‘) Kirk, Brit. med. Journal (1886), S. 1017; (1888), S. 232. — 
Journal of Anat. and Physiol., Bd. XXIII, S. 69. 

?) O.Neubauer und Flatow, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S.375 (1907). 

8) A. E. Garrod und Hurtley, Journ. of Physiol., Bd. XXXVI, 
S. 329 (1907). 

*) O. Neubauer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 220 (1909). 

‘) QO. Neubauer und W. Grof, Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 


S. 219 (1910). 
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nicht aus Oxyphenylmilchsaure; dieses Resultat fand durch die 
Versuche von Schmitz!) im wesentlichen Bestitigung. 

Zur weiteren Klarung dieser Verhaltnisse war es nun 
wiinschenswert, das Verhalten dieser beiden vom Tyrosin 
sich ableitenden Sauren im normalen Organismus zu 
untersuchen. Ich habe, einer Anregung von Herrn Dr. Neu- 
bauer folgend, zu diesem Zwecke Versuche am Kaninchen 
und am gesunden Menschen angestellt. 

Beim Kaninchen ergab sich, daf nach Verfiitterung 
der Ketonsadure die Menge der iitherléslichen Sauren des 
Harns nur in maSigem Grade anstieg, entsprechend 28°/o der 
verabreichten Séaure. Unveriinderte Siiure konnte im Harn 
nicht nachgewiesen werden; dagegen fand ich geringe Mengen 
einer Séure von den Eigenschaften der p-Oxyphenylessigsaure. 
Nach Verfiitterung von racemischer Oxypheny|lmilchsaure 
war dagegen die Menge der Aatherléslichen Saéuren bedeutend 
vermehrt (entspr. 84°/o der eingefiihrten Menge). Es gelang, 
aus dem Harn Oxyphenylmilchséure, und zwar die rechts- 
drehende Modifikation, zu isolieren. 

Um einen etwa stérenden Einflu8 der Darmfaulnis aus- 
zuschalten, habe ich beide Saéuren Kaninchen auch subcutan 
beigebracht. Das Ergebnis war in der Hauptsache das gleiche: 
Die Ketonsiure vermehrte die Menge der atherléslichen Séuren 
nur wenig (14°/o der eingegebenen Menge), im Harn fand sich 
etwas Oxyphenylessigsiure. Die Oxyphenylmilchsiure dagegen 
ging zu 91°/o als atherlésliche Séure und zwar im wesentlichen 
unveraindert in den Harn iiber; Auftreten einer optisch aktiven 
Modifikation lieB sich in diesem Falle nicht nachweisen. 

Untersuchungen am gesunden Menschen schienen mir 
deswegen wichtig, weil ja auch die Untersuchungen bei der 
Alkaptonurie sich nur auf den Menschen beziehen (Alkaptonurie 
beim Tier ist bisher noch nicht bekannt), und weil gerade 
solche Abbauprozesse bei verschiedenen Tierarten haufig im 
etail verschieden verlaufen. Auch beim Menschen stellte es 
sich heraus, dafi die Hauptmenge der Ketonsdure offenbar 


') Schmitz, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 117 (1910). 
R* 
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verbrannt wird; denn die Vermehrung der atherléslichen Sauren 
im Harn entsprach nur 27 resp. 38°/o der zugefiihrten Menge. 
Unveranderte Saure war auch hier nicht nachweisbar. Oxypheny!- 
essigsiure konnte nicht isoliert werden. Dagegen zeigte es sich 
im Gegensatz zu den Resultaten beim Kaninchen, da8 die 
iitherléslichen organischen Sauren optisch aktiv waren (rechts- 
drehend). Es gelang mir auch, eine Séure zu isolieren, die 
nach ihren Eigenschaften, ihrem Schmelzpunkt und dem Wasser- 
gehalt ihres Ca-Salzes, sowie nach ihrer Drehung d-p-Oxy- 
phenylmilchsaéure war. Ein Teil der Ketonséure war 
also im menschlichen Organismus einer optisch 
aktiven Reduktion verfallen. 

Eine Analogie findet dieser Befund in der Feststellung 
von Neubauer,?) daB Phenylglyoxylsiure im Organismus des 
Menschen und des Hundes zu aktiver l|-Mandelséure reduziert wird. 

Es ist von Interesse, dai diese Reduktion der Oxypheny!- 
brenztraubensiiure im Organismus zu rechtsdrehender Oxy- 
phenylmilchsiiure fiihrt, wahrend die bei krankhaften Zustiinden 
ausgeschiedene Oxyphenylmilchséure die linksdrehende Modi- 
fikation ist.) Blendermann®) hat nach mehrtigiger Fiitterung 
von Tyrosin bei einem Kaninchen ebenfalls eine Saéure gefunden, 
die er als Oxyphenylmilchséiure ansprach. Nach dem von ihin 
angegebenen Schmelzpunkt (162—164°) diirfte es sich auch 
hier nicht um die racemische Siiure gehandelt haben, sondern 
um eine der beiden aktiven Formen und zwar wahrscheinlich, 
wie auch Kotake‘) annimmt, um die I|-Modifikation; diese 
kénnte durch direkte hydrolytische Desaminierung aus dem 
l-Tyrosin entstanden sein. Daf die d-Modifikation vorgelegen 
hat, scheint mir deswegen nicht wahrscheinlich, weil nach 
meinen Untersuchungen diese Modifikation zwar durch Reduktion 
der Ketonsiiure beim Menschen entstehen kann, aber nich! 


beim Kaninchen. 
') O. Neubauer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 238 (1909) 
2) S. bei O. Neubauer in Abderhaldens Biochem. Handlexikon. 
Bd. IV, 2. Halfte, S. 360 (1911). 
3) Blendermann, Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 234 (1882). 
*) Kotake, Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 397 (1910). 
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Nach Verabreichung von p-Oxyphenylmilchsiaure 
wurden in dem einen Falle 49°/o, in dem anderen 76°/o der 
gegebenen Menge im Harn ausgeschieden. Auch hier erwiesen 
sich die atherléslichen Saéuren als rechtsdrehend, und es ge- 
lang die Isolierung von d-p-Oxyphenylmilchsaéure. Daraus darf 
wohl geschlossen werden, daf die dem _ natiirlichen Tyrosin 
entsprechende linksdrehende Modifikation im Koérper doch zu 
einem gewissen Teile zerst6ért wird. Auf welchem Wege diese 
Zerstorung stattfindet, ist noch nicht festgestellt; die Vermutung 
liegt nahe, dafi eine Oxydation zu Ketonsiiure die weitere 
Verbrennung einleitet. 

Meine Untersuchungen zeigen also, daB die dem Ty- 
rosin entsprechende Ketonsaéure vom gesunden Men- 
schen betrichtlich besser verbrannt wird als die Oxy- 
siure. Ich glaube, da dieses Ergebnis einen neuen Beleg 
dafiir liefert, daB die am Alkaptonpatienten und an der kiinst- 
lich durchbluteten Leber gewonnenen Resultate beziiglich des 
intermediaren Auftretens von Ketonsiure beim Tyrosinabbau 
auch fiir den normalen intakten Organismus Geltung haben. 


Beim Phenylalanin liegt die Sache weniger einfach. 
Hier hat sich in den Versuchen von Neubauer und Falta’) 
nicht nur die Ketonséiure, sondern auch die Oxysaure als Al- 
kaptonbildner erwiesen. Doch hat sich gezeigt, daf aus der 
etonsdure die Homogentisinséurebildung quantitativ erfolgt, 
wiihrend die Oxysdure nur zu rund 50°/o Alkaptonsiure lieferte; 
dasselbe Resultat hatte Neubauer?) bei der Wiederholung 
des Versuchs. Nach den Versuchen von Embden, Salomon 
und Schmidt) liefert ferner die dem Phenylalanin entspre- 
chende Oxysaéure ebenso Acetonkoérper in der kiinstlich durch- 
bluteten Leber wie das Phenylalanin selbst; die Ketonsaure 
ist in dieser Weise noch nicht untersucht. Ferner hat Knoop 


') O. Neubauer und Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XLU, S. 81 (1904). 
*) O. Neubauer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 256 (1909). 


*) Embden, Salomon und Schmidt, Hofmeisters Beitrage, 
VHI. S. 9 (1906). 
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festgestellt, dab sowohl die Ketonsadure als auch die Oxysiiure 
im Organismus des Kaninchens verbrannt werden; doch gibt 
er an,') dafg man nach Verabreichung der Oxysaure eher un- 
veraindertes Material aus dem Harn zuriickgewinnen konnte. 
als nach der Ketonsiiure, was mit einer Angabe Neubauers?) 
ubereinstimmt. 

Auch bei diesen AbkOmmlingen des Phenylalanins schienen 
mir Untersuchungen iiber ihr Schicksal im gesunden mensch- 
lichen Organismus wiinschenswert. 

Von der verabreichten Ketonsiue wurden nur 33.6 
bezw. 21,6°/o als atherlésliche Saure im Harn wiedergefunden. 
Aus dem Atherextrakt des Harnes konnte unveriinderte Sub- 
stanz gewonnen werden. Die Mutterlauge erwies sich als 
linksdrehend; nach Analogie des Versuches mit Oxypheny|- 
brenztraubensiiure ist es nicht unwahrscheinlich, daB hier durch, 
{eduktion der Ketonsaéure |-Phenylmilchsiure entstanden war: 
doch war die Reindarstellung der Substanz wegen ihrer ge- 
ringen Menge nicht mdglich. 

Die Phenyl-a-Milchsdure erwies sich als ziemlich gut 
verbrennlich. Die Vermehrung der atherldslichen Siéuren des 
Harns machte 57,1 resp. 49,6°/o der gegebenen Menge aus. 
Aus dem Atherextrakt wurde Phenylmilchsiure gewonnen, dic 
bei der optischen Untersuchung links drehte. Die d-Moditi- 
kation war also besser angegriffen worden als die |-Form. 
Da es bisher noch nicht bekannt ist, ob die linksdrehende 
Phenylmilchsaure dem (natiirlich vorkommenden) |-Phenylalanin 
oder dem d-Phenylalanin entspricht, so habe ich die beiden 
aktiven Formen des Phenylalanins nach Emil Fischer und 
Schéller*) dargestellt und durch Behandlung mit salpetriger 
Siiure desaminiert. Ich habe dabei aus dem d-Phenylalanin dic 
rechtsdrehende, aus dem 1I-Phenylalanin die linksdrehende 
Phenylmilchsiiure erhalten. Die spezifische Drehung habe ich 





‘Knoop, Der Abbau aromat. Fettsiuren im Tierkérper, Fre'- 
burg 1904. — Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 489 (1910). 
*) O. Neubauer und Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 


(Anm.) (1904). 
8) E. Fischer und Schéller, Liebigs Ann., Bd. CCCLVII, 5 
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zu + resp. —19,7° gefunden. Da jedoch die verwendeten 
Phenylalaninpriparate optisch nicht ganz rein waren, und auch 
bei der Desaminierung eine teilweise Racemisierung nicht aus- 
seschlossen ist, so liegt die spezifische Drehung der reinen 
aktiven Phenylmilchsadure vielleicht hoher. Ferner ist die Még- 
lichkeit nicht ausgeschlossen, da bei der Desaminierung die 
Waldensche Umkehrung der Drehungsrichtung eintritt. Unter 
der Voraussetzung, dab dies nicht der Fall ist, wiirde im vor- 
liegenden Falle die der natiirlichen Aminosiure entsprechende 
linksdrehende Modifikation der Phenylmilchsiiure schlechter 
verbrannt worden sein als die rechtsdrehende. Diese Erfahrung 
steht in einem gewissen Gegensatz zu den sonstigen Erfahrungen, 


speziell auch zu den beim Tyrosin gewonnenen Ergebnissen. 


Experimenteller Teil. 


I. Versuche mit p-Oxyphenylbrenztraubensaure und p-Oxyphenyl- 
milchsaure. 


Die Darstellung der p-Oxyphenylbrenztraubensdure erfolgte nach 
den Angaben von Neubauer und Fromherz.') Das verwendete Pro- 
dukt zeigte einen Schmelzpunkt von 220°. 

Die p-Oxyphenylmilchséiure wurde aus der Ketonsiure durch Re- 
duktion mit Natriumamalgam in der Kialte, Ansiuern und Extrahieren 
mit Ather erhalten; sie enthielt '/2 Molekiil Krystallwasser, schmolz luft- 
trocken bei 115°, wasserfrei bei 140°. 


A. Verfiitterungsversuche beim Kaninchen. 


Bei einem 3,130 kg schweren, mit Hafer gefiitterten Ka- 
ninchen wurde der Harn in 24stiindigen Perioden gesammelt 
(Ausdriicken der Blase); die Menge der iitherloslichen Séuren 
wurde durch wiederholtes (mindestens 10maliges) Ausschiitteln 
des durch Salzsiiure angesiiuerten, mit Ammonsulfat fast ge- 
siittigten Harnes mit Ather und Titration des Atherriickstandes 
mit "/1o Natronlauge unter Verwendung von Phenolphthalein 
als Indikator bestimmt. 





') O. Neubauer und Fromherz, Diese Zeitschrift. Bd. LXX, 
S. 326 (1911). 
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Am 2. Versuchstage erhielt das Tier mit Schlundsonde 
2 g p-Oxyphenylbrenztraubenséiure, am 5. Tage ebensoviel 


p-Oxyphenyl-ca-milchsaure, beide als Na-Salz. 
SS 
Ver- | Harn- | Spez.. Atherlés- 


Gegebene Substanz | li + 
suchs- ieaiteoiie menge Ge- ooo Bemerkungen 
r Os I. = | - 
tag P in ccm|Wicht | n/io-Lisung 





| | | | 
Ee _ 106 |1016) 119 | 


| I. 
2. | p-Oxyphenylbrenz- | | Athertsl. Sauren, in 
traubensaure 111 | 1016 | 433 '10ccm gelést, drehen 
| 
| 











2 g entspr. 111 ccm | im 2 dm-Rohr— 0,04° 
n/1o-Lésung p-Oxyphenyl- 
| essigsiure isoliert 
3. — | 104 | 1014 12,3 
4, | ‘oe | 95 | 1016 11,4 
5. p-Oxyphenyl-a-milch- Atherlésl. Sauren, in 
| siure 20 ccm gelést, drehen 
2 g entspr. 104,9 ccm) 165 | 1020 100,7 im 2dm-Rohr-+0,08° 
n/1o-Lésung Rechtsdreh. p-Oxy- 
| pheny] -a-milchsaure 
| isoliert 
 ] — 93 | 1016 14,9 
7. | — 90 | 1013} 11,7 
| | 








Der durchschnittliche Wert fiir die dtherléslichen Sauren 
betrégt an den Normaltagen 12,4 ccm "/10 Normallésung. 

Am Tage der Verabreichung von p-Oxyphenylbrenz- 
traubenséure stieg ihre Menge nur in maSigem Grade an, 
um 30,9 cem ®/10-L6sung; das entspricht einer Ausscheidung 
von 28°/o der zugefiihrten Substanz in Form von atherléslichen 
Siuren. Zur genaueren Untersuchung wurde die titrierte Lo- 
sung auf dem Wasserbade eingedampft, mit Salzsaéure ange- 
siiuert und die Saduren nochmals mit Ather erschépfend extra- 
hiert. Der Riickstand dieser Atherlésung wurde dann in 10 ccm 
Wasser geldst, ein Teil davon im 2 dm-Rohr polarisiert; er 
drehte sehr schwach nach links — 0,04°. Diese Fliissigkeit 
gab mit Millons Reagens in der Kalte eine tiefrote Farbung. 
Die Reaktionen auf p-Oxyphenylbrenztraubensaure, die Re- 
duktionsprobe mit Fehlings Lésung, Phenylhydrazinprobe un‘ 
Eisenchloridprobe fielen alle negativ aus. Die Fliissigkeit wurde 
mit wenig Tierkohle entfirbt und auf dem Wasserbade auf ein 
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kleines Volumen eingedampft. Beim Stehen in der Kiilte schieden 
sich weibe Krystalle vom Schmelzpunkt der p-Oxyphenylessig- 
siure, 145° ab. Die Ausbeute daran betrug nur 0,05 g. Sie 
ljsten sich leicht in Wasser, Alkohol und Ather, gaben in wiis- 
seriger Lésung intensive Millonsche Reaktion. Weil die Aus- 
beute dieser Substanz zu einer Verbrennung nicht ausreichte, 
wurde sie mit synthetisch dargestellter p-Oxyphenylessigsiure 
gemischt und die Schmelzpunktbestimmung vorgenommen. 
Schmelzpunkt 145°. 

Am Tage der Zufuhr von p-Oxyphenyl-a-milchsaéure 
stieg die Menge der atherldéslichen Siéuren im Harn sehr be- 
triichtlich an (88,3 ccm "/10-Lésung), entsprechend 84 °/o der 
verfiitterten Substanz. Nach der Titration wurde die wisserige 
Lisung wie oben weiter behandelt. Der Riickstand der Ather- 
losung, in 20 cem Wasser gelost, drehte im 2 dm-Rohr schwach 
rechts +--+ 0,05. 

Beim Eindampfen der wiasserigen Losung schieden sich 
1,5 g einer Séiure ab, die nach ihren Eigenschaften p-Oxy- 
phenylmilchséure war. Schmelzpunkt 118°. 

0,0469 g Substanz in 3,8201 g Wasser gelést, im 2 dm- 
Rohr ++ 0,08. [a],; = + 2,0°. 

Die Siure wurde aus Wasser umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 120°. 0,0448 g in 4,0525 g Wasser, im 2 dm-Rohr 
+ 0,10°. [a], = + 4,5°. 

Nach nochmaligem Umkrystallisieren stieg ihr Schmelz- 
punkt auf 167—168°, aber das Drehungsvermégen blieb viel 
schwacher als das der reinen d-Saure. 

0,0340 g Substanz in 3,72129 Wasser gelést, im 2 dm- 


tohr + 0,20. [a],) = ++ 10,9°. 


B. Injektionsversuche beim Kaninchen. 


Demselben Tier, das zum Verfiitterungsversuche gedient 
hatte, wurden die Sdéuren als Na-Salze in 3 Portionen sub- 
cutan injiziert. Die Verarbeitung der Harne geschah wie oben 
angegeben, 
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ie ' Atherlis- | 
Ver Gegebene substan =" ‘Spez. | 











suchs- menge | Ge- | pene Sdare | Bemerkungen 
| (subcutan) | in ccm | ‘“ 
tag in ccm wicht D/1o-Losung | 
-— - 96 1011, 121 | 
2. | p-Oxyphenylbrenz- | AtherléslicheSiuren. 
traubensdure O41 | | in 10 ccm gelést, 
2 ¢ entspr. 111 ccm 100 | 1024 80,2 drehenim 2dm- Rohr 
n/yo-Loésung | — 0,05° 
3. ~ 89 | 1021 15,4 | 
4, | — 88 | 1023 148 | 
5. | | P- -Oxyphenylmilch- AtherlislicheSiuren, 
siiure 9 » | in 20 ccm gelist. 
2 g entspr. 104,7 ccm) — sai ‘drehen im 2dm-Rohr 
| n/1o-Lésung | | — 0,05° 
6. | _ 85 | 1022 12.9 | 
7. | — 96 | 1016 15,7 || 








Durchschnittlicher Wert fiir die &therlOslichen Saéuren an 
den Normaltagen = 14,2 ccm ®/10-L6sung. 

Die injizierte Ketonséiure verursachte also nur eine Stei- 
gerung der atherléslichen Saéuren um 16,0 ccm ®/10-Lisung ent- 
sprechend 14° o der Substanz; darnach darf man wohl an- 
nehmen, dah ca. 84°/o der gegebenen Ketonsadure verbrannt 
worden sind. 

Die wiisserige Lésung des Atherextraktes drehte die Po- 
larisationsebene schwach nach links. Die Reaktionen (aufer 
Millons-Probe) auf Ketonsiiure waren negativ. Beim Ein- 
dampfen dieser wisserigen Lésung schieden sich Krystalle vom 
Schmelzpunkt 187° ab, denen Millons Probe fehlte. Die 
Ausbeute betrug 0,08 g. Die Schmelzpunktbestimmung eines 
Gemisches dieser Siure mit reiner Hippursiiure konnte sie 
identifizieren. Schmelzpunkt 187°. 

Aus der Mutterlauge der Hippurséure schieden sich all- 
miihlich andere Krystalle ab. Sie zeigten nach der Umkrystalli- 
sation aus Wasser den Schmelzpunkt 145°. Millons-Probe 


positiv. 























Uber das Schicksal der N-freien Abkiémmlinge usw. 123 


C. Versuche am Menschen. 


Versuch 1 (Selbstversuch). 


30 Jahre alter gesunder Mann, bei gemischter Kost. Der 
Harn wurde in 24stiindigen Perioden gesammelt, ein Teil (meist 
500 cem) analog wie der Kaninchenharn untersucht, die er- 
haltenen Werte auf die Tagesmenge umgereclhnet. Der iibrige 
Teil des Harns wurde einfach auf dem Wasserbade eingedampft 
und nach dem Ansiuern mit Ather extrahiert. Der Riickstand 
der Atherlésung wurde mit dem der obigen 500 ccm vereinigt 
und polarisiert. 

Am 2. Versuchstage wurden 5 g der Ketonsiiure als Na- 
Salz in wiisseriger LOsung in 3 Portionen eingenommen, ohne 
Stérung des Wohlbefindens; am 5. Tage ebenso 5 g der Oxysiure. 








aie | a _ Atherlis- 
bars Gegebene Substanz | ein bees liche Saure 





suchs- | menge’ Ge- |"~ Bemerkungen 
| (per os). \. ER i eng san ) 
tag | in ecm Wicht njo-Lisung 
| | | 
. 3 =~ 1260 | 1020 | 50.6 
| Te > 
2. | p-Oxyphenylbrenz- | ‘Atherlésl. Saéuren, in 
| traubensdiure 0) | 42999 | ~ 20. ccm gelést, drehen 
5 g entspr. 277,7 ccm| 12 | 1022 | soy ‘im 2 dm-Rohr-+-0,35° 
| 30-Lésung | | | | d-p-Oxypheny)- 
| milchsdure isoliert 
3. | _ | 1542 1019 60.6 | 
4, | — (1775 1014) = 48.9 
| Pa ; 
5. | p-Oxyphenylmilch- | Atherlésl. Saéuren, in 
| 7 " | ee 20 ¢ oF a : 
I inre . 1108 | 1022 959 5 3 ecm gelist, dre hen 
og entspr. 261.7 ccm | im 2dm-Rohr-+-0,45 
| N/19-Lésung | _ d-p-Oxyphenyl- 
| | | milchsdure isoliert 
6. | _ | 1341 , 1021 57,1 


Der Wert fiir die Menge der atherléslichen Siuren be- 
rechnet sich an den Normaltagen im Durchschnitt zu 54,4 ccm 
" io-L6sung. Am Tage der Ketonsdureeinnahme stieg dieser 
Wert um 106,0 ccm, entsprechend 38°/o der genommenen Dose. 

Die Reaktionen auf unverénderte Ketonsiiure fielen negativ 
aus. Die wasserige Losung der Siiuren zeigte eine mibige Rechts- 
drehung (+ 0,35° in 20 ccm, 2 dm-Rohr). 
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Beim Einengen dieser wiisserigen Lésung schieden sich 
nadelformige Krystalle ab; die rohe Ausbeute betrug 0,25 g. 
Sie schmolzen im unreinen Zustand bei 115°, nach einmaliger 
Umkrystallisation aus Wasser bei 164°, nach nochmaliger Um- 
krystallisation bei 167—168°. 

0,0525 g Substanz in 4,1475 g Wasser gelést, drehten 

2 dm-Rohr -}- 0,45°. [a]p = -++ 17,5°. 
0,1196 g citekon: verloren bei 110—115° 0,0057 g H,0. 
Berechnet ftir C,H,,O, + !/2 H,O: 4,71°/o 
Gefunden: 4,76°/o. 

Die Siiure wurde in Wasser gelést, mit frisch gefalltem 
kohlensaurem Calcium digeriert und filtriert. Das Filtrat wurde 
auf dem Wasserbade eingeengt, das ausgeschiedene Calcium- 
salz einigemal aus Wasser umkrystallisiert. 

0,1240 g Substanz verloren bei 115°: 0,0208 g H,0. 

derechnet fiir (CsH,O,),Ca ++ 41/2 H,O: 16,77 °/o 
Gefunden: 16,78 °/o. 

In dem nach Einnahme von 5 g der Oxysdure entleerten 
Harn war die Menge der atherldslichen Sauren entsprechend 
194,8 cem /10-Lésung = 76°/o der eingegebenen Substanz 
vermehrt. Die vereinigten Atherextrakte, in 30 com Wasser 
gelist, zeigten im 2 dm-Rohr eine Rechtsdrehung = +- 0,49°. 
Durch Eindampfen dieser Lésung wurden 3,5 g Oxyphenyl- 
milchsiiure vom Schmelzpunkt 115° erhalten. Durch wieder- 
holtes Umkrystallisieren aus Wasser stieg der Schmelzpunkt 
(unter groBen Verlusten an Substanz) auf 167—168°. 

0,1356 g Substanz in 12,8104 g Wasser geldst, drehen 
im 2 dm-Rohr -++ 0,37°.  [aJp = + 17,5°. 

Die Siiure verlor bei 105° Krystallwasser. ®, 1513 g Sub- 
stanz verlor 0,0068 g H,O. 

Berechnet fiir C,H,,O, -+ '/2 H,O: 4,7°/o 
Gefunden: 4,5 °/o. 


Verbrennung: 
0,1387 g Substanz liefern 0,3022 g CO, und 0,0687 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,,O,: GC = 59,32°/o H = 5,54°/o 
Gefunden: C = 59,42°/o H = 5,53°%/o. 
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Ferner wurde das Ca-Salz dargestellt. 0,1440 g verloren 
bei 110—115° 0,0244 g Wasser = 16,94°/o. 


Berechnet fiir (C,H,O,),Ca +- 4'/2 H,O = 16,779/ 


Die reine d-Siure list sich in kaltem Wasser vn 
als die racemische, aber leicht in warmem Wasser, Alkohol 
und Ather. Sie krystallisiert in langen Nadeln aus der wisse- 
rigen Losung. 

Versuch 2. Einem zweiten, 25 Jahre alten Manne 
wurden 7 g der beiden Sauren als Natriumsalze in 3 Portionen 
pro Tag gegeben. Die Urine wurden wie oben weiter untersucht. 











; m | Atherlis- | 

Ver- | Gegebene Substanz | “Harn ‘Spex. liche Siure | 

suchs- | ‘menge| Ge- ite. | Bemerkungen 
tag ee ae ‘in eem|Wicht n/yo-Lésung | 





| | | 
; | — | 1310 | 1018 B45 | 
2. | p- Oxyphenylbrenz- | Atherlisl. Siuren, in 


traubensiiure 15ccm gelést, drehen 
7g entspr. 388,8 ccm| 1283 | 1018 143,6 im 2 dm-Rohr-+-0,10° 


| 

\_ 

| N/9-Ldésung | d-p-Oxyphenyl- 

| | milchséure isoliert 
| _ _ 1265 1015 39,1 











3. 
4, | p-Oxypheny Imileh- | Atherlisl. Séuren, in 
saure Bp 9 20ccm gelost, drehen 
7 g entspr. 366,5 “id 1055 | 1020 218,8 ‘im 2dm-Rohr-+-0,40° 
| n/so-Lésung | d-p-Oxypheny]l- 
| | milchsaure isoliert 
5. — | 1312 | 1017 42,9 


Mittelwert fiir die atherléslichen Séuren an den Normal- 
tagen 38,9 ccm /10-Séure. 

Die Aciditit der in Ather léslichen Siuren stieg am Tage 
der Ketonséurezugabe nur mafig, um 27°/o der zugefiihrten 
Siiuremenge. Die gesamten Atherriickstiinde drehten in 20 ccm 
wasseriger L6sung im 2 dm-Rohr-+-0,10°. Die Reduktionsprobe, 
Phenylhydrazinprobe und Eisenchloridprobe waren negativ, die 
Millonsche Probe positiv. 

Durch Eindampfen der wasserigen Lésung schieden sich 
Krystaile vom Schmelzpunkt 187° ab. Sie lésten sich schwer 
in kaltem Wasser, ziemlich leicht aber in heifem. Millons 
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Probe war negativ. Sie wurden mit reiner Hippursdure ge- 
mischt, der Schmelzpunkt blieb unverindert. 

Aus der Mutterlauge der Hippurséure liefen sich nach 
einigen Tagen Krystalle gewinnen; sie schmolzen bei 115°. 
Ausbeute 0,1 g. Nach einmaligem Umkrystallisieren stieg ihr 
Schmelzpunkt auf 167—168°. 

0,0570 g Substanz in 3,7778 g H,O gelést, drehten im 
2 dm-Rohr ++ 0,53°. [a]Jp = + 17,6°. 

In dem Urin des Oxysiiuretages wurden 49°/o der zu- 
gefiigten Siiure wiedergefunden. 20 ccm der wasserigen Losung 
der Séuren drehten im 2 dm-Rohr nach rechts -+ 0,40°. 

Die Ausbeute betrug 3,2 g. Durch zweimaliges Umkry- 
stallisieren lief sich die d-Siiure vom Schmelzpunkt 167—168° 
von der racemischen Siure trennen. : 

0,1188 g Substanz, in 11,9346 g Wasser gelodst, drehen 
im 2 dm-Rohr -- 0,35°. Daraus berechnet [a]p = -++ 17,6°. 

0,1528 g Substanz verloren bei 110—115° 0,0072 g H,O 
—— Wed 

Berechnet fiir C,H,,O, + 1/2 H,O: 4,71°/o. 

0.2461 g Ca-Salz verloren bei 110—115° 0,0416 g H,O 

= 16,9°/o. 


Berechnet fiir (C,H,O,),Ga -- 4'/2 H,O: 16,77 °%/o. 


II. Versuche mit Phenylbrenztraubensaure und Phenyl-a-milchsaure 
(beim Menschen). 


Versuch 1. Von einem 30 Jahre alten Manne (Selbst- 
versuch) wurden 8 g Phenylbrenztraubensaure und 7 ¢g 
Phenylmilchsiéure, die erste Siiure nach Plochl, Erlen- 
meyer und Lipp’) dargestellt (Schmelzpunkt 145°), die zweite, 
durch die Reduktion aus der ersten gewonnen (Schmelzpunkt 
95°), als Natriumsalze in 3 Portionen pro Tag genommen. In 
300 cem des Urins wurden, wie beim vorigen Versuch, die 
iitherléslichen Siuren bestimmt. Der tibrige Teil des Harns 
wurde einfach auf dem Wasserbade eingeengt, angesduert, mit 


') Pléchl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVI, S. 2815 (1883). — 
Erlenmeyer und Lipp, Liebigs Ann., Bd. CCLXXI, S. 137 (1892). 
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Ather extrahiert, und die in Ather léslichen Siiuren schlieBlich 
mit denen aus den 300 ccm vereinigt. 














| | * ee | 
Ver- | Harn- | Spez.| Atherlds- 
"er | Gegebene Substanz = liche Siure ' 
suchs- | menge| Ge- ; Bemerkungen 
(per os) ee In ccm 
lag | ) in cem Wicht! n/;o-Lésung 
= = | 1120 1022 451 





2. Phenylbrenztrauben- | ‘AtherléslicheSiéuren, 
| ' in 15 cem gelést, 
| drehen im 2 dm-Rohr 

— 0,20° 


Hippursdure isoliert 


| sadure | P 
| 227 Q | 1185 
8 g entspr. 487,5 ccm 

| n/1o-LOsung | 


| | 
3. | i "1024 1024) 524 


4. | Phenylmilchséiure | | Atherlésl. Siuren, in 
™ %Wee ic . 
8g entspr. 421.7 ccm) 1175 | 1022| 991.6 7 ccmsgelost, drehen 
| ihe Stneene | im 2dm-Rohr—0,30 
- S } | * rT 
linet. | | 1-Phenylmilchsiure 
| isoliert 


5. | _ | 1278 | 1022 54,2 | 





Durchschnittswert fiir die dtherléslichen Siiuren an den 
Normaltagen == 50,6 cem ®/10-Séure. 

Nach der Einnahme von Phenylbrenztraubensiéiure 
vermehrte sich ihre Menge um 163,9 ccm, entsprechend 33,6°/o 
der Substanz. 

Die wiasserige LOsung der Siuren drehte nach links. Sie 
wurde dann mit Tierkohle entfarbt und auf dem Wasser- 
bade eingeengt. Nach 12 Stunden schieden sich weibe Kry- 
stalle aus; die Ausbeute hetrug 0,5 g. Sie schmolz bei 187° 
und enthielt nach Kjeldahl 7,87°/o N. Fir Hippursiure be- 
rechnet sich 7,82 °/o. 

Die Mutterlauge der Hippurséure wurde noch etwas weiter 
eingeengt; dabei schied sich unverinderte Phenylbrenztrauben- 
siure aus. Die Ausbeute betrug ca. 1,0 g. Schmelzpunkt 145°. 

Die Mutterlauge dieser Sa&ure drehte noch nach links. 
beim weiteren Eindampfen schieden sich wieder Krystalle ab, 
aber sie zeigten mit Eisenchloridlésung noch starke Griin- 
‘irbung. Um sie von der beigemisehten Phenylbrenztrauben- 
siiure zu trennen, wurden die Krystalle in Ather gelist, die 
Atherlésung mit Natriumbisulfitlésung stark geschiittelt. Die 
‘itherische Schicht wurde dann abgetrennt, der Ather verjagt. 
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Der Riickstand war aber nur gering, und die Reingewinnung 
der linksdrehenden Substanz daher unmdglich. 

In dem Versuche mit Phenyl-a-milchsaure stiegen die 
iitherischen Séuren entsprechend 421 ccm ®/10-Séure = 58,5°/) 
der gegebenen Séure; die Saéuren aus 300 ccm Harn drehten. 
in 20 ccm Wasser gelést, im 2 dm-Rohr — 0,30°. 

Nach dem Einengen auf dem Wasserbade schieden sich 
nadelfOrmige Krystalle ab, aus dem ganzen Harn ca. 2,5 g. 
Schmelzpunkt 121°. Sie waren schwer léslich in kaltem, leicht 
in heiBem Wasser, Alkohol und Ather. Die wisserige Lisung 
der Saure drehte die Polarisationsebene nach links. 

0,1530 g Substanz, gelést in 13,8772 g Wasser, im 2 dm- 
Rohr — 0,43°, also [a]p — 19,5°. 

Der Schmelzpunkt und die spezifische Drehung stimmen 
mit denen der synthetisch dargestellten 1-Phenylmilchsiure 
(s. unten) tiberein. 

Versuch 2. Einem 32 Jahre alten Mann wurden 10 ¢ 
Phenylbrenztraubensaure und 7 g Phenylmilchsiure als Natrium- 
salz in 3 Portionen pro Tag gegeben und die in 24 Stunden 
gesammelten Urine wurden in der angegebenen Weise behandelt. 














Ver- Harn- | Spez.|_ Atherlés- 
Gegebene Substanz r 
suchs- . ; menge}| Ge- — Bemerkungen 
er OS . 
tag P in cem| Wicht n/1o-L6sung 
1. — 1195 | 1016 45,2 
‘Phenylbrenztrauben- AtherléslicheSiuren. 
sdure | 4. in 15 ccm gelist, 
10 g entspr.609,7 ccm) 1148 | 1018 178,8 drehen im 2 dm-Rolir 
n/;o-LOsung — 0,30° 
3. aa 1080 | 1018 54,3 
4, Pheny]milchsiure Atherlésl. Sauren, in 
7 g entspr. 421,7 ccm! : ~~»  |20ccm geldst, drehen 
c “ e on 1218 | 1018 255,7 im2dm-Rohr—0.30° 
sind 1-Phenylmilchsaure 
isoliert 
5. — 915 | 1022 39,5 

















Durchschnittswert fiir die f&therléslichen Saéuren an den 
Normaltagen 46,4 ccm ®/10-Saure. 
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Die Aciditaét der in Ather léslichen Siuren stieg bei Ver- 
such mit Phenylbrenztraubenséiure um ca. 21,6°%/o der 
Menge der zugefiihrten Saure. Die Siiuren wurden hier auch 
wie vorher behandelt und ca. 1,5 g Phenylbrenztraubensiure 
isoliert. Die Mutterlauge enthielt eine andere Substanz, die 
die Polarisationslichtebene nach links drehte, doch gelang auch 
hier die Reindarstellung nicht, wegen der geringen Menge des 
Materiales und der Beimischung von Phenylbrenztraubensaure. 

Durch Eingabe von Phenylmilchsaure vermehrte sich 
die Aciditét der atherloslichen Sauren entsprechend 49,6°/o der 
zugefiihrten Substanz. Die in Ather léslichen Siiuren aus 300 ccm 
Harn drehten in 20 ccm wisseriger Loésung — 0,35°. 

Aus dem gesamten Harn wurden ca. 2 g Krystalle ge- 
wonnen. Sie schmolzen bei 121°, krystallisierten aus wiisseriger 
Lisung in schénen Nadeln. 

0,1100 g Substanz gelést in 10,2947 g Wasser im 2 dm- 
Rohr — 0,42. [alp = — 19,6°. 

Ihr Schmelzpunkt und spezifischer Drehungsgrad stimmt 
mit denen der l-Phenylmilchsaure tiberein. 


Darstellung von l- und d-Phenylmilchsaure. 


5 g 1-Phenylalanin, welche nach E. Fischer und 
Schoéller dargestellt worden waren, wurden in 150 ccm heiBem 
\Vasser gelést und nach dem Erkalten dieser LOsung 33 ccm 
Normalschwefelsdure hinzugefiigt. Dieser Losung wurden bei 
0° 3,9 g Baryumnitrit portionsweise in ca. 1 Stunde zugegeben 
und dazwischen stark geschiittelt. Das Ganze wurde dann 
12 Stunden bei Zimmertemperatur stehen gelassen, darauf von 
jaryumsulfat abgesaugt, mit Schwefelsiiure angesiuert und mit 
Ather 12 mal extrahiert. Der Riickstand der Atherlésung wurde 
in 10 Teilen Wasser hei gelist, mit wenig Tierkohle entfarbt, 
das Filtrat davon auf dem Wasserbade bis auf ein Drittel des 
Volumens eingeengt. Sofort nach dem Erkalten der Lésung 
schieden sich schéne lange Nadeln ab, die am niichsten Morgen 
abgesaugt wurden. 

Die Ausbeute betrug ca. 2,8 g = 56°/o der Theorie. 
Schmelzpunkt 121° (korr.). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXII. 
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0,1615 Substanz gaben 0,3870 CO, und 0,0894 H,0O. 

Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden: 

C 65,04°/o, H 6,07°%/o. C 65,35°/o, H 6,19°/o. 

0,2053 g Substanz in 20,0472 g Wasser gelodst, drehen im 
2 dm-Rohr — 0,405°. Spezifisches Gewicht der L6sung 1003. 


Daraus berechnet [a], == — 19,71°. 
0,1946 g Substanz in 19,6128 g Wasser gelost im 2 dm- 
Rohr — 0,39°. [a], = — 19,61°. 


5 g d-Phenylalanin, daf von der |-Form nach E. 
Fischer und SchOller getrennt worden war, wurde wie der 
l-Antipode behandelt. Die Ausbeute an atherldslicher Séiure 
2,6 g = 52°/o der berechneten Menge. Sie krystallisiert auch 
aus wisseriger Lésung in langen Nadeln vom Schmelzpunkt 
121° (korr.). 

0,1363 g Substanz in 11,8845 g Wasser geldst, drehen 
im 2 dm-Rohr -+ 0,42°. Spezifisches Gewicht der Lésung 1003. 
[a], = + 19,70°. 

0,1180 g Substanz in 11,6066 g Wasser gelést im 2 dm- 
Rohr -+ 0,40°. [a]p = + 19,65°. 

Die beiden aktiven Séuren lésen sich ziemlich schwer 
in kaltem, aber leicht in hei8em Wasser, Alkohol und Ather. 
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Uber einige Versuche mit Pilocarpin. 
II. Mitteilung. 


Von 
Dr. N. Waterman, Rotterdam. 





Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1911.) 








In einer friiheren Mitteilung haben wir iiber Harnver- 
inderungen und EmpfindlichkeitserhGhung gegen 1-Suprarenin 
im Anschlu8 an wiederholte Pilocarpineinspritzungen berichtet. 
Was den Harn betrifft, finden wir spontane (leichte) Glykosu- 
rieen und Steigerung der Diurese. 

Es ist jetzt unsere Aufgabe, eine befriedigende Erklarung 
fiir diese Erscheinungen zu finden. 

Im allgemeinen kann Glykosurie die Folge zweier Ur- 
sachen sein: 1. von Erhéhung der Blutzuckerkonzentration, 
2. von einer Abweichung von der Norm in der Funktion der 
Nierenepithelien. Hierbei mu8 aber bemerkt werden, daf auch 
bei der Glykosurie infolge Hyperglykiimie die Nierenepithelien 
ihren EinfluB geltend machen. Die Untersuchungen Neubauers, 
Pollaks u. a. haben uns gelehrt, daB die Niere nicht unbe- 
dingt und unverriickbar auf eine genau umgrenzte Blutzucker- 
konzentration eingestellt ist, sondern da8 die Durchlissigkeit 
fiir Zucker sich unter gewissen Umstinden dndern kann. So 
filhrt z. B. eine langdauernde Hyperglykiimie oft zu einer ge- 
ringeren Durchlassigkeit fiir Zucker, mit anderen Worten die 
Nierensekretion wird auf ein anderes Zuckerniveau eingestellt. 
Weiter kann man Faille anfiihren, wo es, ungeachtet einer 
deutlichen Hyperglykaimie nicht zu Glykosurie kommt. Diese 
Fakta zeigen, da& auch bei der Glykosurie infolge Hypergly- 
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kimie die Niere durchaus keine passive Rolle spielt, so dafS 
schlieBlich fast an jedem Fall von Glykosurie die Niere ihren 
Anteil hat. 

Es erhebt sich nun die Frage, wovon in unserem Falle 
die Glykosurie, resp. die erhédhte Empfindlichkeit gegen Supra- 
renin abhingig ist. Es gibt 3 Mdglichkeiten: 

Sub A. Die Glykosurie ist Folge von Hyperglykamie. 
Sub B. » >  » » geinderter Nierensekretion. 
Sub C. » » » » >» A ale B. 

A. Wir machten Blutzuckerbestimmungen (bei Kaninchen) 
und haben den Einflu8 von Pilocarpin auf den Blutzucker fest 
zu stellen versucht. 


Methodik. 


Der Blutzuckergehalt wurde mittels 3 Methoden bestimmt. 
An erster Stelle mit EnteiweiBung nach Abeles und Titrierung 
nach Knapp. Bei Kaninchen von ungefiihr gleichem Gewicht, 
die unter denselben Ernahrungsbedingungen standen (die 6 
ersten Bestimmungen wurden an Tieren aus einem Nest aus- 
gefiihrt), wurde der Carotis +- 20 ccm Blut entnommen. Dies 
geschah in verschiedenen Zeitriumen nach der subcutanen 
Einspritzung von 14 mg Pilocarpin hydrochloric. 

Die Zahlen erlauben meines Erachtens wohl einige 
Schliisse, obwohl man natiirlich den individuellen Differenzen 
dabei Rechnung tragen mu. Auch ist zu beriicksichtigen, dai 
stets die Gesamtblutzuckermenge bestimmt wurde, und die Unter- 
schiede in Blutzuckergehalt zwischen Blutkérperchen und Plasma 
vernachlissigt wurden. Hier folgen die Versuchsergebnisse, in 
der Reihenfolge, worin sie ausgefiihrt wurden (November und 
Dezember 1910). 

Um individuelle Differenzen zu eliminieren kamen auch 
zwei kolorimetrische Blutzuckerbestimmungen zur Verwendung, 
die nach Wacker?) und die a-Naphtholmethode, welche von 
mir, unabhéngig von Reicher und Stein (ihre Mitteilung auf 
dem Wiesbadener KongreB war mir nicht bekannt geworden), 
ausgearbeitet wurde. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 1910. 
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]. Blutzucker nach Abeles-Knapp. 





























~~ | @e- | Blut- Blut- | 
Nr. | wicht | quantum Zeit nach der Einspritzung zucker Dosis 
| kg | g % | mg 
1 | 22! 22,5 Pee f) O11 bio 
2 | 21 | 27,5 _ \} 013 If — 
3 | 21) 2 | 2 Stunden 0,22 | 14 
4 | 24 21 3» 0,07 | 14 
5 | 201) 22,5 | 12 > 0,07 | 14 
6 | 202} 213 | 13 > 0,056} 14 
7 | 2 28,9 6 > 0,054} 14 
8 | 2 28,2 23 0,09 | 14 
9} 23] 238 | ee O11 | 14 
10 | 19 | 192 oe 0,09 | 14 
11 | 1,7 | 144 6 > 0,1 14 
12 | 2,1 12,3 3'/p > 0,06 | 14 
13 | 46 | 196 |tTagelangiedeamaltome Resta 5 | 1 

| 

a | aa | ane [4 Tsp JOE, & Tope nach der) o41 | 1 
16 | 3 24,7 | 4 Stunden 0,08 | 14 
16 | 22 > | 3B >» 012 | 14 








Die Methode Wackers beruht auf der Eigenschaft der 
Kohlehydrate, mit (Para)phenylhydrazinsulfosiure eine schéne 
rosarote Farbung zu geben, welche noch in sehr starken Ver- 
diinnungen deutlich wahrnehmbar ist. Das Blut wird vorher 
mit Eisenalaun und Soda enteiweift (eine vorziigliche Methode), 
und das Filtrat mit einer hergestellten Farbenskala verglichen. 
Kine Unannehmlichkeit der Methode ist jedoch, dafi die Skala 
von Glykoselésungen die Farbe viel stirker annimmt als das 
Blutfiltrat, weiter auch die enorme Empfindlichkeit, welche 
(mir persénlich wenigstens) die Methode einige Male hat ver- 
sagen lassen. So hatte z. B. Anderung der Glassorte der Zy- 
lindergliser Abweichungen zur Folge. 

Ich ziehe deshalb die Methode mit a-Naphthal- und Schwefel- 
siure (Furfurolreaktion) vor. Kinige Tropfen Blut (+- 10) werden 
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der Ohrvene entnommen und Jat man in + 15 ccm aq. destill. 
fallen. Weiter wird mittels der Wackerschen Methode ent- 
eiweiit und dem Blutfiltrat, 1/2 cem, ebenso wie einer Skala 
von Glykoselésungen, 1 Tropfen 20°/o alkoholischer Naphta- 
ldsung und 2 cem reinster Schwefelsiure hinzugefiigt. Das Ge- 
misch nimmt dann eine schéne violette Farbe an, welche in 
Intensitaét mit der der Glykoseskala verglichen werden kann. 
Die Farbe entsteht gleich nach der Zufiigung der Reagentia. 
Die Resultate dieser Methode stimmen, so weit mir ein Urteil 
moOglich ist, sehr wohl mit denen des mit den Reduktions- 
methoden gewonnenen iiberein.!) Im Gegensatz mit der 
Wackerschen Methode werden keine zu hohe Zahlen gefunden. 
So schwanken die Zahlen fiir den Menschen von 0,08—0,13 °/o, 
fiir das Kaninchen von 0,12 °/o—0,19°/o. Nach Wacker werden 
Zahlen von 0,15—0,18°/o fiir den Menschen, 0,2—0,3°/o fiir 
das Kaninchen gefunden. 

Beim einzelnen Kaninchen wurde nun der Blutzucker 1, 
2, 3 und 4 Stunden nach Einspritzung von 12—15 mg Pilo- 
carpin bestimmt, nachdem ein orientierender Versuch vorher- 
gegangen war. Wenn man zuerst der Ohrvene etwa 10 Tropfen 
entnimmt und ungefaéhr 3 Stunden spiéter nochmals die mog- 
lich gleiche Menge und das Blutfiltrat von jeder Blutentnahme 
in der gleichen Weise behandelt, dann zeigt sich im Mehrteil 
der Fille das zweite Blutfiltrat nicht stirker, sondern ge- 
wOhnlich deutlich weniger gefarbt als das erste. 

Aus den vorhergehenden Bestimmungen kénnten sich fol- 
gende Zahlenfolgerungen ergeben: In den ersten 2—3 Stunden 
nach einer Pilocarpineinspritzung von ++ 15 mg ist in vielen 
Fiillen eine gewisse Hyperglykamie, welche sich aber in be- 
schriinkter Grenze hilt, zu beobachten (Nr. 3, 18, 17 und 
vielleicht 16). Denn es ist u. a. von Rose sicher gestellt, dab 
Werte von iiber 0,2°/o mit Knapps Methode niemals bei nor- 
malen Kaninchen gefunden werden. In Nr. 17 und 18 ist die 
leichte Erhéhung beim einzelnen Kaninchen zu verfolgen. Diese 





') Es sind natiirlich eine Reihe von Untersuchungen angestel!t 
worden, bevor die Methode benutzt worden ist. Die Ergebnisse fiihre 
ich hier nicht im einzelnen an. 
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I]. Versuche mit der Farbenskala. 





























| Blut- | 
Nr. | Gewicht | Zeit nach der Einspritzung zucker Methode Dosis 
| kg %/o | mg 
17; &&@ vor der Einspritzung 0,2322 
| nach ‘/: Stunde 0.2602 - Wacker 15 
| >» 28/4 Stunden 0,0858 
18) IL 2,2 zuvor 017) 
| nach 1 Stunde 018 | ; 16 
» 2 Stunden 0,29 
>» 8 > 0,063 J 
19 | III. ? zuvor 0,263 ) 16 
nach 2 Stunden 0,156 f 
0 | .— 4 Tage vorher 0,18 
| 4 Std. nach der Einspritzung | 0,054 | $a-Naphthol) 15 
i) tn 4 Stunden call 


veringe Hyperglykamie ist aber von kurzer Dauer und wird 
von normalen in vielen Fallen subnormalen Werten gefolgt. 
Denn obwohl Werte wie 0,06°/o noch innerhalb der normalen 
Breite vorkommen, stellen sie doch schon die niedrigste Grenze 
dar. Mit den kolorimetrischen Methoden stellt sich die Ernie- 
drigung markierter dar, obschon hier vielleicht in  tber- 
triebenen Mafe. 

Die niedrigsten Werte scheinen 5—6 Stunden nach der 
Injektion vorzukommen, 20—24 Stunden nach der Einspritzung 
ist aber die Blutzuckerkonzentration noch ziemlich niedrig. Nach 
wiederholten Einspritzungen war in einem Fall auch 24 Stunden 
nach der letzten Injektion der Blutzucker noch subnormal (Fall 13), 
einige Tage spiter aber vollkommen normal (Nr. 14). Eine 
spatere reaktive Hypergiykamie wurde auch nicht beobachtet. 

Wir haben also nach Pilocarpin normale, eher noch sub- 
normale Blutzuckerwerte, welche nur langsam sich etwas er- 
heben. Nach wiederholten Einspritzungen sind mehr als 
24 Stunden dazu benétigt. Graphisch vorgestellt, wiirde die 
Blutzuckerkurve etwa wie folgt aussehen. 
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Es ist jetzt die Frage, wie wir diese Schwankungen im Blut- 
zuckergehalt auffassen miissen. Als Hauptwirkung betrachten wir 
die Blutzuckererniedrigung, weil sie nahezu konstant auftritt und 
langere Zeit andauert. Die erhdhten Werte kurz nach der Ein- 
spritzung betrachten wir dagegen nicht als Giftwirkung, sondern 
nur als scheinbare Hyperglykamie infolge der plotzlichen enormen 
Wasserentziehung. Durch Wagung stellten wir fest, daB Ka- 
ninchen von + 1,5 kg innerhalb 2 Stunden nach Pilocarpin 
+ 150 g an Gewicht verlieren, die Folge des Speichelflusses, 
Diarrhéden und Schweife. Es ist das + 10°%/o des K6rper- 
gewichtes! Ks ist einleuchtend, da8 es einiger Zeit bedarf, bevor 
diese Wasserentziehung kompensiert ist (womit vielleicht auch 
die vermehrte Lymphbildung!) Hand in Hand geht). Diese 
Wasserentziehung wirkt darum erschwerend auf die Blutzucker- 
untersuchung, denn es ist mdglich, daB durch dieselbe uns die 
Konstatierung eines erniedrigten Wertes entgeht, wenn man 
innerhalb der kritischen Periode, die individuell wechseln kann, 
untersucht. Als ein Beispiel hierfiir betrachten wir den Fall 16. 

Uber die Ursache des erniedrigten Blutzuckergehalts nach 
Pilocarpineinspritzung haben wir keine bestimmte Meinung. Man 
kénnte an verschiedene Méglichkeiten denken, die wir aber 
nicht weiter verfolgt haben. 

Jedenfalls kénnen wir das Vorhergehende dahin_ prazi- 
sieren, daB die Glykosurie, welcher man mitunter nach Pilo- 
carpineinspritzung begegnet, nicht durch das Verhalten des 
Blutzuckers allein seine Erklarung finden kann. 

Es ist deshalb unsere Aufgabe, zu priifen, ob die Ande- 
rung der Nierensekretion eine bessere Erklérung geben kann. 





t} Camusat et Gley, Archiv de Pharmacodynamie, Bad. I, S. 492. 
— Tschirwinsky, Arch. f. exp. Pathol., Bd. XXXIII, S. 161. 
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B. 


Es gibt in der Tat Umstinde, welche dazu mahnen, die 
Rolle der Nieren in diesen Versuchen zu studieren. Es hat 
in der ersten Zeit der Pilocarpinforschung Staunen erregt, 
daB ein Stoff, welcher alle Driisenapparate so stark erregt, 
die Sekretionen von Driisen wie Niere und Mamma so wenig 
beeinfluBt. Es hat sich aber spiter herausgestellt, daf diese 
Ausnahmen nur scheinbare und ebenfalls in den anderwegigen 
Wasserverlusten begriindet sind (Stokvis,!) Hammer- 
bacher).?) Denn mag auch nach einmaliger Injektion von 
Pilocarpin das Harnvolumen und Milchquantum eher verringert 
scheinen, qualitativ findet man einen grOferen Wasser- 
gehalt, was auf vermehrte Sekretion hinweist. 

Im Einklang hiermit stehen unsere in der I. Mitteilung 
erwahnten Befunde. Wir fanden nach einer Keihe von Ein- 
spritzungen, nachdem, wie wir glauben, die grofe Empfind- 
lichkeit fiir das Gift etwas nachgelassen hatte, eine gesteigerte 
Diurese. Wir stellen ihr Zustandekommen so vor, dab jetzt, 
weil die anderen Driisen nicht mehr so heftig reagieren, die 
Anderung der Nierenfunktion deutlicher zum Ausdruck kommt. 

Stokvis hat gemeint, daf die Zuckerausscheidung, welche 
oft nach Pilocarpineinspritzung beobachtet wird, schon allein 
dieser maskierten Steigerung der Diurese zuzuschreiben sei. 
Er stiitzte sich dabei auf die Jacobjschen*) Versuche, wonach 
Diuretica infolge ihrer diuretischen Wirkung auf die Niere Zucker- 
ausscheidung verursachten (Nierendiabetes). Wie bekannt, hat 
es sich spaiter herausgestellt (Rose,*) Nishi,°), da’ nach Diu- 
retica der Blutzuckergehalt vielfach gesteigert ist, so daf fir 
die Glykosurie die Niere allein nicht verantwortlich gemacht 
werden kann. 





') Stokvis, loc. cit. 

*) Hammerbacher, Pfliigers Archiv, Bd. XXXIII, 5S. 228. 

5) Jacobj, Zeitschrift fiir experimentelle Pathologie und Pharma- 
kologie, Bd. XXXV, S. 213. 

*) Zeitschrift f. experimentelle Pathologie u. Pharmakologie, 1903. 

*) Ibidem, Bd. LXI, 1909. 
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Die Deutung, welche wir unseren Versuchen geben, ist 
die, da infolge der erhdhten Diurese die Niere leichter Zucker 
durchlassen wird (wie es schon Cohnheim und Lichtheim!) 
beschrieben haben), daB aber noch ein Moment hinzukommt, 
niimlich die relative Blutzuckersteigerung, welche sich ungefiihr 
12 Stunden nach der Einspritzung einstellt und + 12 Stunden 
bis zur Herstellung des normalen Blutzuckergehaltes andauert. 
Hiermit steht unser schon mitgeteilter Befund im Einklang, 
wonach der Zucker gewohnlich erst in der zweiten Harn- 
portion gefunden wird. Besser noch paft unsere Erklirung 
fiir die Zuckerausscheidung, die einige Tage nach einer Reihe 
von Pilocarpineinspritzungen beobachtet wird. Denn in diesem 
Falle ist sehr deutlich vermehrte Diurese vorhanden, indem 
der Blutzucker von einem sehr niedrigen Punkte auf die nor- 
male Hohe steigen kann, wofiir einige Tage no6tig sind. 

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dai unsere Hypo- 
these sub. C vermutlich das Richtige getroffen hat und dai 
fiir die Glykosurie nach Pilocarpin sowohl Anderungen im Blut- 
zuckergehalt wie in der Nierenfunktion mafgebend sind. 

Noch ein Punkt bleibt zur Erklirung tibrig: Die erhdhte 
Empfindlichkeit gegen Suprarenin nach einer Reihe von Pilo- 
carpineinspritzungen. Die Erklaérung hierfiir ist unseres Er- 
achtens nunmehr nicht schwierig. Wie Biberfelds*?) Versuche 
uns gelehrt haben, ist die glykosurische Wirkung von Suprarenin 
an eine ausreichende Diurese gebunden. Wenn die Diurese 
nicht ausreicht, stellt sich auch keine Glykosurie ein. In unserem 
Fall haben wir das umgekehrte. Wie man aus den Tabellen 
ersehen kann, wird immer die unterschwellige Suprarenindosis 
eingespritzt, eben wenn die Hauptwirkung des Pilocarpins 
schon voriiber ist, d. h. eben in dem reaktiven, diuretischen 
Stadium. Man darf dann annehmen, daf in der Periode der 
gesteigerten Diurese, welche, wie wir gesehen, noch tagelang 
andauern kann und wihrend welcher der Blutzucker auch schon 
von selbst in Steigerung begriffen ist, ein Gift, das dabei sowohl 
Blutzucker erhédhend wie diuretisch wirkend ist, schon in ge- 


‘) Virchows Archiv, Bd. LXIX, S. 106. 
*) Biberfeld, Pfliigers Archiv, Bd. CXIX, 1907. 
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ringeren Dosen als sonst eine Wirkung ausiiben kann. Man 
kann das auch so ausdriticken, da8 bei einem in Reaktion be- 
grilfenen Organismus die Reaktion eher durch antagonistische 
Subsianzen ausgeldst werden wird, was im wesentlichen einer 
erhdhten Empfindlichkeit gleich steht. 

Wir glauben uns zu folgenden Schlu&folgerungen be- 
rechtigt : 

1. Wiederholte Pilocarpineinspritzungen bewirken erhdhte 
Diurese und Glykosurie. 

2. Kine Pilocarpineinspritzung von 10—15 mg beim Ka- 
ninchen bewirkt meistenteils eine gewisse, von einer relativen 
Erhdhung nach -+ 12 Stunden erfolgten Senkung des Blut- 
zuckergehalts. Mit Ausnahme der ersten 2 Stunden bewirkt 
Pilocarpin keine Hyperglykiimie. 

3. Die Glykosurie nach Pilocarpininjektionen findet ihre 
Ursache in gesteigerter Durchlissigkeit fiir Zucker infolge er- 
hohter Diurese, von Steigerung des Blutzuckers auf die Norm 
bevleitet. 

4, Es ist noch nicht sicher bewiesen, dai die Verhin- 
derung der Glykosurie nach Suprarenin durch Pilocarpin, wie 
Falta, Riidinger und Ebstein’) gefunden haben, auf Aus- 
bleiben von Hyperglykiimie beruht. Es ist noch die Verringerung 
der Diurese in den ersten Stunden nach der Pilocarpininjektion 
in Erwigung zu ziehen. 

5. Die erhOhte Empfindlichkeit gegen l-Suprarenin, welche 
sich am Ende einer Reihe von Pilocarpineinspritzungen ein- 
stellt, wird durch Reaktionsverschnellung seitens des Organismus 
verursacht. 

6. Es wiire die Frage nach der Bedeutung des Pilo- 
carpins zur Erniedrigung des Blutzuckergehalts von neuem 
sorgfiltig zu priifen. 





') loc. cit. 














Uber die quantitative Bestimmung flichtiger Fettsauren 
in den Faeces. 
Von 
Robert S. McCaughey aus Chicago. 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, April 1911.) 








Zum Zwecke einer Untersuchung, tiber die spéter berichtet 
werden soll, war die quantitative Bestimmung der fliichtigen 
Fettsduren, der gebundenen sowohl, wie der freien, in den 
Faeces notwendig. Bevor ich meine Untersuchung begann, 
schlug mir Prof. E. Salkowski, unter dessen Anleitung die 
vorliegende Arbeit ausgefiihrt ist und dem ich an dieser Stelle 
herzlich danken mochte, vor, die fiir diesen Zweck ange- 
gebenen Methoden einer systematischen Priifung zu unterziehen. 
Diese Methoden wurden entweder auf mit Wasser verriirte 
Faeces angewandt, oder auf alkoholische Extrakte, wie dies von 
Hoppe-Seyler empfohlen worden war.!) In beiden Fallen 
kann man verschieden vorgehen, und folgende Verfahren kamen 
in Betracht. 

1. Destillation mit Mineralséuren derart, daB in jedem 
Falle eine bestimmte Menge Destillat erlangt wird. 

2. Gewohnliche Destillation in der Absicht, die ganze 
Quantitéat der Sauren zu erhalten. ?*) 

3. Destillation mit Dampf unter gewohnlichem Druck. 

4. Destillation im Vakuum. 

5. Die in letzter Zeit von Welde*) empfohlene Methode: 
Destillation bei gleichzeitiger Anwendung von Dampf und Vakuum. 

Was die erste Methode betrifft, so kann man diese natir- 
lich nur anwenden bei Vergleichsversuchen. Die gewohnliche 
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Destillation der ganzen Sauremenge bis zum neutralen Uber- 
gang des Destillats wurde zuerst vorgenommen. Dieses Ver- 
fahren dauerte mehrere Tage, ohne daB ein vollstindiger Neutral- 
punkt erhalten wurde. Wéahrend dieser Zeit aber findet Hydro- 
lyse statt, auBerdem destilliert bei 100° C. auch Milchséure 
liber, wie Welde zeigen konnte. Dies ist besonders wichtig 
fiir die Untersuchung von Sauglingsstiihlen. 

Vergleichsresultate dieser Methode werden wir spiter 
angeben. 

Beziiglich der Dampfdestillation bei atmosphiirischem Druck 
|i8t sich derselbe Einwand erheben, d. h. in der erforderlichen, 
wenn auch etwas kiirzeren Zeit tritt Hydrolyse ein. Der einzige 
Vorteil, der dieser Methode zukommt, ist die etwas kiirzere 
Zeit, die sie beansprucht, und der Umstand, da8 durch die Dampf- 
kondensation die Fliissigkeit im Destillierkolben auf gleicher 
Menge erhalten wird. 

Die Vakuumdestillation ist, wie wir sehen werden, sehr 
genau, wenn sie mit Alkoholextrakt ausgefiihrt wird. Uber die 
Notwendigkeit der Anwendung eines alkoholischen Extraktes 
sind die Meinungen geteilt. Schmidt und Strassburger‘*) 
bemerken: «Die Mehrzahl der Autoren, welche aus den Faeces 
die fliichtigen Fettsiuren darstellen, hielt jedoch eine vorher- 
gehende Behandlung mit Alkohol nicht fiir erforderlich». 

Wenn die Destillation im Dampf bei gew6hnlichem Druck 
mit alkoholischem Extrakt ausgefiihrt wird, wird Hydrolyse 
fast vollstindig vermieden. Verwendet man 12—15 g Substanz, 
so ist die Destillation in etwa 5 Stunden vollendet. 

Nach 1 Stunde verbraucht das Destillat 13,8 ccm /10-NaHO 
» 2 Stunden ’ > 4» » 
> > 3,2 » > 
, > 2,4 » > 
>» » » 1,8 ? » 

Als ich im Begriff war, die Vakuumdestillation mit alkoho- 
lischem Extrakt auszufiihren, erschien Weldes®*) Arbeit, in der 
er seine Erfahrungen mit der Vakuumdampfmethode beschrieb. 

Nach Welde bietet diese Methode die grofien Vorziige der 
Genauigkeit und der schnellen Ausfiihrbarkeit. Er gibt an, 
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daB erstens in der Destillationszeit von zwei Stunden nahezu 
quantitative Ausbeuten erhalten werden, zweitens daB andere 
in der Fliissigkeit vorhandene Substanzen, wie Eiweif, Fette 
und Kohlenhydrate wiéhrend der zweisttindigen Destillationszeit 
unverdindert bleiben. Diese Angaben sind gewif zutreffend 
fiir die Bestimmung der freien fliichtigen Fettséiuren, keines- 
wegs gelten sie aber fiir die quantitative Bestimmung der Ge- 
samtsiure, d. h. auBer den freien fliichtigen Fettsiuren der- 
jenigen, die irgendwo im Darmkanal an Ammoniak oder an 
andere Kationen gebunden sind. 

Zur Bestimmung der Gesamtaciditat stellt sich Welde eine 
wasserige Aufschwemmung der Exkremente her, siiuert sie mit 
Phosphorsdure (spez. Gew. 1,12) an und destilliert durch Vakuum 
und Dampf. Gegen dieses Verfahren méchte ich dasselbe ein- 
wenden, was Welde selbst gegen die gewohnlichen Destillations- 
methoden und gegen die von Reichert und Meiss| ausgefiihrte 
Dampfdestillation einwendet: sie fiihren, wieschon Schmidt und 
Strassburger bemerken, zu keinem theoretischen Endpunkt, da 
unter der Einwirkung von Saure und 100° sowohl Fetie als 
Eiweif gerade diejenigen Séuren liefern kénnen, die man doch 
in der Fliissigkeit als primar vorhanden nachweisen will. Diese 
Fehlerquelle wird durch Erhitzen auf 60° im AuBenwasser anstatt 
auf 100°, wie Welde es vorschlagt, nicht ganz vermieden. 

Der von mir benutzte Apparat stimmt mit dem von 
Welde angewandten tiberein, er unterscheidet sich nur da- 
durch, daf ich anstatt eines Claisenkolbens einen gewohnlichen 
2 |-Destillationskolben mit hoch angesetztem Seitenrohr ver- 
wende. Das Seitenrohr ist so gebogen, daf der Kolben schief 
gestellt werden kann, wodurch das Uberlaufen des Inhaltes 
vermieden wird. Bei einem so hergerichteten Kolben verursaclit 
das Schiiumen des Inhalts auf Zusatz von Wasser keine Storung. 
Mit meinem Apparat vermochte ich in einer Stunde ungefihr 
1450 cem tiberzudestillieren. Da es nicht wiinschenswert ist, 
eine so grofBe Menge von Filiissigkeit zum Titrieren zu haben, 
kénnte man es fiir ratsam halten, kleinere Kolben zu benutzen 
und den Dampf durch engere Rohren zu leiten. Doch empfiehilt 
sich dies nicht, denn sobald man etwas Kapillariihnliches zur 
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Dampfleitung benutzt, wird es von unlolichen Teilen verstopft 
und Wasser lauft tiber das Steigrohr des Dampfentwicklungs- 
apparates. Die Kinschaltung des zweiten GefiBes (vgl. den 
Apparat von Welde) ist durchaus nicht tiberfliissig. 

Nachdem ich in mehreren Destillationen 50—90 g Faeces 
verwandt und gesehen hatte, dafS man zur Destillation mehr 
als einen Tag braucht, nahm ich nur 5 g Faeces, suspendierte 
in 250 eem Wasser, siuerte mit 10 ccm Phosphorsiiure (1,3 
spez. Gew.) an, destillierte unter 13 mm Druck bei 60° des 
Aufenwassers. 


Nach 1 Stunde verbraucht 12,4 cem !/10-n-NaOQH 


» 2 Stunden » 6,2 » 
» 8 > » 5,4» 
» ; > 3,6 » 
» 5 a6 » 
» 6 » » 2,6 » > 
» 7 » » 3,0 » » 
» 8 » » 28 » , 


Diese Destillation erforderte unter fortdauernder Uber- 
wachung einen ganzen Tag und obgleich nur 5 g Faeces ange- 
wandt wurden, kam es zu keinem theoretischen Endpunkt. 

Um zu sehen, inwieweit die Phosphorsiiure von 1,3 D 
hydrolysierend wirkt, wurde folgender Versuch angestellt. 15 g 
Faeces wurden in Wasser verrieben und auf 1000 ccm auf- 
gefiillt. Diese Suspension wurde in drei gleiche Teile geteilt. 
Diese erste Portion wurde mit 10 cem Phosporsiiure von 1,12 D 
versetzt und mit Vakuum und Dampf unter 12'/2 mm Druck 
destilliert. 


Das Destillat verbraucht nach 1 Stunde 5,4 ccm 1/10-n-NaOH 


> > » » 2 Stunden 3,4 » , 
: , » & » B26 >» 
, . . sik ss. 2s ' 
: ‘ / & so ae 
. > >» £ : 13 >» , 


Total 17,4 ecm. 
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Wie man sieht, stehen die nach zwei Stunden erhaltenen 
Werte zu den anfanglich berechneten in so groBem Verhiiltnis, 
da8 man nicht wei, wann man die Destillation abbrechen soll. 

Die zweite Portion wurde mit 10 cem Phosphorsaure von 
1,3 spezifischem Gewicht angeséuert und durch Vakuum und 
Dampf destilliert, um den Grad der stattfindenden Hydrolyse 
zu ermitteln. 


Nach 1 Stunde verbraucht 4,8 cem 1!/10-n-NaOH 


» 2 Stunden > 4,0 » » 
3 64 > ‘ 
+ » » 3,4 » » 
5 » 5,2 » » 

» 6 33 » , 

. 3 , 3.8 >» » 





Total 30,9 ccm. 


Das Destillat ist hier nach 7stiindiger Destillation fast 
ebenso sauer wie zu Beginn. 

Die dritte Portion wurde durch gewohnliche Destillation 
verarbeitet mit 10 cem Phosphorséure (1,12 spez. Gew.). 


Nach 2 Stunden verbraucht 1,5 ecem !/10-n-NaOH 


_ & » : i3 » . 
» 6 » 2 1,8 » > 
» & , : 16 > , 
2. Tag. 
Nach 10 Stunden verbraucht 0,7 ecm 1!/10-n-NaOQH 
14 > > 0,0 » > 
16 » » 0,5 » > 
— oe 04 >» i 


Durch die Vakuumdestillation erhalten wir natiirlich hohere 
Glieder der Fettreihe, was bei Destillation unter dem gewohn- 
lichen Atmosphiarendruck bekanntlich nicht der Fall ist. Daraus 
erklart sich bis zu einem gewissen Grade der Unterschied 
zwischen dem durch Vakuumdestillation mit 1,12 spez. Gew. 
der Phosphorséure gewonnenen Resultat und dem durch ge- 
wohnliche Destillation. Die durch Vakuum- und Dampfdestillation 
mit 1,30 spez. Gew. der Phosphorsaéure gewonnenen Resultate 
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sind durch vermehrte Hydrolyse bedingt und zeigen, wie leicht 
die hydrolysierbaren Substanzen das Resultat beeintrichtigen 
kénnen. Der Unterschied bei Anwendung von Phosphorsiiure 
vom spez. Gew. 1,30 resp. 1,12 ist nur ein gradueller. 

Wenn wir die Gesamtmenge fliichtiger Fettsiuren in Ex- 
kreten oder Sekreten genau bestimmen wollen, die hydrolysier- 
bare Substanzen enthalten, miissen wir also letztere so voll- 
stiindig wie mdglich entfernen. Der Kot wird in einer vorher 
mit Glasstab abgewogenen Schale gewogen, dann zu gleich- 
miiBiger Konsistenz verrieben. Zur Bestimmung der freien 
fliichtigen Fettsauren wird nun eine bestimmte Menge des Kotes 
entnommen. Der Rest wird in einer Reibschale mit 96°/oigem 
Alkohol verrieben. Die ganze Masse wird nun in einem Kolben 
bis zum Sieden erhitzt, dann durch Absaugen filtriert, der Riick- 
stand mit kochendem Alkohol griindlich gewaschen. 

Das so erhaltene Alkoholextrakt wird nun geteilt, um die 
Zeit der Verdunstung und der Destillation abzukiirzen. 

Wenn die urspriingliche Menge von Faeces 30g oder 
weniger betrug, nehme ich die Hilfte des Alkoholextrakts, um 
in 2 Stunden zu destillieren. Hatte man 50—60 g Faeces und 
nimmt man die Halfte des Extrakts, so dauert die Destillation 
3 Stunden. Die Destillation der Hiilfte des Extrakts von 75 g 
Kot wird etwa 4 Stunden dauern. Natiirlich wird dies auch 
abhangen von der Menge der im Extrakt enthaltenen fliichtigen 
Fettsiuren. Nach Teilung des Extraktes wird normale NaOH- 
Losung bis zur schwach alkalischen Reaktion hinzugefiigt, dann 
bis zur Trockene auf dem Wasserbad verdampft. Der Riick- 
stand wird mit Wasser aufgenommen, 10 ccm Phosphorsiiure 
(1,12 spez. Gew.) werden hinzugefiigt und durch Vakuumdampf 
destilliert. 96°/oiger Alkohol extrahiert fast vollstindig die fliich- 
tigen Fettséiuren. Nach Extraktion von 37 g Faeces wurde 
der Rest einer zweiten Extraktion unterworfen und destilliert. 
Nach 3 Stunden verbrauchten 1,1 cem 4/10-NaOH. 

Es gibt noch einen erheblichen Fehler der Vakuumdampf- 
methode, der der Korrektur bedarf. Dieser zeigt sich in dem 
folgenden Versuch. 

4 ccm Essigsiiure (30°/0) wurden mit Wasser bis auf 1 Liter 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 10 
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aufgefiillt. 100 ccm dieser verdiinnten Loésung entsprechen 
20,9 ccm ®/10-NaQH. 100 ccm verdinnter Essigsaurelisung 
wurden mit NaOH neutralisiert, mit 10 cem Phosphorséure ver- 
setzt und mit Vakuum und Dampf destilliert. 


Nach 1 Std. verbraucht: 15,7 ecm ®/10-NaQH 





» 2 > » 4.5 » » 
> 3 » » 2,3 » » 
Total 22,5 ccm > 


Wir haben hier also einen Fehler von 1,6 ccm, der, wenn 
auch verhiltnismiéBig klein, doch als Titrationsfehler nicht mit 
unterlaufen diirfte. Demniichst extrahierte ich 5 g Faeces, 
alkalisierte, verdampfte, nahm mit Wasser auf, s&uerte an und 
destillierte unter Vakuumdampf mit folgendem Resultat. 


Nach 1 Std. verbraucht: 6,2 ccm ®/10-NOH 


> 2 » » 2,2 » » 
» 3 » » 1 2 » » 
4. > » 1 Pp”. » » 
y » » 1 ,2 » » 


Weiterhin fiigte ich zu destilliertem Wasser 10 cem Phos- 
phorsiiure und destillierte mit Vakuum und Dampf. Destillat 
1450 cem. 

Nach 1 Stunde verbraucht: 1,2 cem ®/10-NaOH. 

Das letzte Experiment gab stets fiir dieselbe Menge des 
Destillats 1—1,2 cem ®/10o-NaOH. Wir miissen daher fiir die 
vorhergehende Bestimmung von 5 g Faeces auf jede 1450 ccm 
des Destillats wenigstens 1,2 ecm ®/10o-NaOH subtrahieren, was 
nach 2 Stunden 6,0 anstatt 8,4 ergeben wiirde, was einen 
erheblichen Unterschied ausmacht. Bei dieser Fehlerquelle 
handelt es sich um den Einflu8 von CO,, geringe Fliichtigkeit 
der Phosphorséure und um den bei Titrierung einer grdSeren 
Fliissigkeitsmenge sich ergebenden Fehler. Wir miissen daher 
bei jeder Destillation das Destillat messen und den Fehler sub- 
trahieren. Als Indikatoren versuchte ich Lackmoid-Malachitgriin- 
ldsung anstatt Phenolphthalein, aber zur Titrierung groferer 
Mengen Filiissigkeit mit relativ geringer Aciditaét ist die End- 
reaktion nicht geniigend scharf. 
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Destilliertes Wasser aus dem Reservoir im Laboratorium 
durch Vakuumdestillation destilliert : 

1450 ccm des Destillats verbrauchten 0,6 ccm /10-NaOH. 
Destilliertes Wasser aufgekocht, um CO, zu entfernen, ange- 
siuert mit 10 ccm Phosphorséure. Nach 1 Stunde. 1450 ecm 
Destillats verbrauchten 0,8 "/10-NaOH. 

Destilliertes Wasser -+ 10 ccm Phosphorsiure von 1,12 
spez. Gew. Nach 1 Stunde. 

1450 ecm Destillat verbrauchten 0,9 ®/10-NaQH. 


Vergleichsversuch von Vakuumdampf- und Vakuum- 
destillation ohne Dampf. 


Eine Quantitaét Faeces, und zwar 33,5 g, wurde mit Alkohol 
extrahiert. Die Halfte des Extrakts wurde durch Vakuum- und 
Dampfdestillation destilliert, die andere bei Vakuum ohne Dampf. 


Vakuum- und Dampfdestillation : 


Nach 1 Std. verbrauchten 1450 cem Destillat 11,7 ecm ®/10-NaOH 
9 » » 14: 530 » > 2,/ » » 


14,4 ccm > 


Vakuumdestillation ohne Dampf: 

Nach 1 Std. verbrauchten 800 ccm Destillat 8,8 ccm ®/10-NaOH 

2 » P 810 » » 3,6 » » 

3 > » 815 » » 1,7 » > 

14,1 ccm » 
Ziehen wir nun 1,0 cem fiir je 1450 ccm des Destillats 
ab, so erhalten wir 12,4 ccm fiir Vakuum- und Dampfdestillation 
und auch 12,4 ecm fiir Vakuumdestillation ohne Dampf. Erstere 
Methode bietet jedoch den Vorteil, das Resultat ein wenig 

schneller zu liefern. 


Nach 2 Std. bei Vakuumdestillation 12,4 cem "/10-NaOH. 
» Ba: » > ohne Dampf 11,3 ccm. 








Vergleichsversuch bei Vakuumdestillation mit Be- 
nitzung von Phosphorséure vom spez. Gew. 1,12 
resp. 1,3. 

101,5 g Faeces werden mit Alkohol extrahiert und in 
zwel Teile geteilt. 


10* 
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Teil I wird mit Phosphorsiiure vom spez. Gew. 1,12 


angesauert. 
Nach 1 Std. 1450 cem verbrauchten 45,8 ecm ®/10-NaQOH 
» 2 » 1450 » >» 96 » 
» 8B » 1450 » > 2,6 » , 
>» 4 » 1450 » , 15 » . 





59,5 — 4 = 5d,5 ccm. 


9 


Teil If wird mit Phosphorséure vom spez. Gew. 1,3 


angesauert. 
Nach 1 Std. 1450 ecm verbrauchten 48,2 cem ®/10-NaOH 
» 2 » 1450 » » 10,0 » » 
» 3 » 1450 » . 3,5 » » 
4 » 1450 » > 2,0 » 





63,7 — 4 = 59,7 ccm. 


Vergleicht man diese Resultate, so haben wir bei An- 
wendung der Phosphorséure mit 1,3 spez. Gew. 4,2 ccm ™ w- 
NaOH mehr gebraucht, als bei Anwendung der Phosphorsiiure 
mit spez. Gew. 1,12. Der Alkohol list etwas Fett und die 
stirkere Saure hydrolysiert dieses in solch einem Grade. Wir 
bemerken auch, da die Destillation bei Gebrauch von Siiure 
mit 1,12 spez. Gew. ebenso schnell beendigt ist, als bei An- 
wendung der anderen Séure. Wir werden also durch erstere 
Sadure (1,12 spez. Gew.) exaktere Resultate erlangen. 

Die Vakuumdampfmethode, wie sie zuerst von Welde 
fiir die quantitative Bestimmung freier, fliichtiger Fettsauren 
angewandt wurde, ist, abgesehen von dem kleinen durch 
Schwankungen im Vakuum durch die Dampfentwicklung und 
durch geringe Mengen von Milchsiure bedingten Fehler, ziemlich 
genau, wenn die oben erwiihnte Korrektur fiir CO, und fliichtige 
Phosphorséure angebracht wird. Fiir die Bestimmung der Ge- 
samtaciditét ist sie jedoch ungenau und das Verfahren dauert 
viele Stunden. 

Durch Darstellung eines alkoholischen Extrakts 
in der oben angegebenen Weise und durch Vakuum- 
dampfdestillation erlangt man schon in 2 Stunden 
Resultate (wobei die erhebliche Menge von 30 g Exkrementen 
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angewandt wird), die fast tibereinstimmend genau sind. Bei 
Hestillation einer wisserigen Aufschwemmung, wie Welde 
dieses tut, unter Vakuumdampf mit Phosphorsiéiure vom spez. 
Gew. 1,12, ist es unmOglich, eine Endreaktion in2Stunden 
zu erhalten, wenn man auch nur 5 g Substanz nimmt. 

Zur Bestimmung der gesamten Quantitat der fliich- 
tigen Siuren empfiehlt sich also ausschlieBlich die 
Herstellung eines alkoholischen Auszuges (in der friiher 
angegebenen Weise) und die Destillation mit Vakuum 
und Dampf unter Zusatz von 10 ccm Phosphorsdure 
von 1,12 D. 

Zum Schlusse méchte ich die Ergebnisse meiner Unter- 
suchung kurz zusammenfassen. 

Die bisherigen Methoden zur Bestimmung der fliichtigen 
ettsiiuren in den Faeces geben keine zuverlassigen Resultate. 
Ich empfehle daher in Zukunft folgendes Verfahren, das sich 
mir als durchaus zweckmabig erwiesen hat, in Anwendung zu 
bringen. 

Der Kot wird in einer vorher mitsamt dem Glasstab ab- 
sewogenen Schale gewogen, dann zu gleichmaéfiger Konsistenz 
verrieben. 

Zur Bestimmung der freien, fliichtigen Fettséuren wird 
nun eine bestimmte Menge des Kotes entnommen. Zur Be- 
stimmung der gesamten fliichtigen Fettséuren werden ungefahr 
25—30 g genau gewogen, mit etwa 250—300 ccm 96°/oigem 
Alkohol in einer Reibschale verrieben. Die ganze Masse wird 
nun in einem Kolben bis zum Sieden erhitzt, dann durch Ab- 
saugen filtriert, der Riickstand mit kochendem Alkohol griind- 
lich gewaschen. Das so erhaltene Alkoholextrakt wird nun 
i zwei Teile geteilt, um die Zeit der Verdunstung und der 
Destillation abzukiirzen. 

Nach Teilung des Extraktes wird ?3/1-normal-NaOH bis 
zur schwach alkalischen Reaktion hinzugefiigt, dann bis zur 
Trockene auf dem Wasserbad verdampft. Der Riickstand wird 
mit destilliertem Wasser aufgenommen, 10 ccm Phosphorsaure 
1,12 spez. Gew.) werden hinzugefiigt und durch Vakuum und 
Uampf destilliert. Das Destillat wird gemessen und mit ®/10- 
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NaOH titriert unter Verwendung von Phenolphthalein als Indi- 
kator. Von der Anzahl der fiir die Neutralisierung nétigen Kubik- 
zentimeter wird der durch Gegenwart von CO, und Fliichtigkeit 
der Phosphorsaure bedingte Fehler abgezogen, und zwar )he- 
trigt letzterer in der Regel 1 ccm ®/10-NaOH pro je 1400 
bis 1500 ccm Destillat. 
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Uber den Einflu® der Antiseptica bei der Hefeautolyse. 


Von 
E. Navassart aus Toksani (Rumiinien). 





(Aus der chem, Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, April 1911.) 








Bei der Hefeautolyse fand ich, wie bereits berichtet 
wurde,!) keine Steigerung dieses Prozesses unter dem Einflu 
von HCl sowohl bei gréferem wie bei ganz minimalem Gehalt 
an Salzsiure. Dagegen war schon bei einem Gehalt von 
(),14°/o HCl eine fast vollstindige Hemmung eingetreten. Martin 
Hahn und Ludwig Geret,?) welche die Einfliisse ver- 
schiedener Agenzien auf das proteolytische Ferment des Hefe- 
preBsaftes — von ihnen Endotryptase genannt — eingehend 
studiert haben, fanden dagegen eine Steigerung der Autolyse unter 
Zusatz von HCl und zwar war bei 0,2°/o das Optimum der 
Steigerung eingetreten. Eine Erklirung fiir dieses verschiedene 
Verhalten des PreSsaftes und der mit Chloroformwasser dige- 
rierten Hefe selbst zu geben, ist zurzeit nicht méglich. Dagegen 
stimmt das Verhalten des Prefisaftes zu Alkalien mit dem der 
Hefe in Chloroformwasser iiberein, in beiden Fallen tritt eine 
mehr oder weniger erhebliche Hemmung ein. 

Auf Veranlassung von E. Salkowski haben nun Yoshi- 
moto’) sowie Kikkoji‘) eine Anzahl anderer antiseptisch 
wirkender Substanzen daraufhin untersucht, wie sich unter 
ihrem Einflu8 die Autolyse der Leber in quantitativer Beziehung 
gestaltet. Es hat sich dabei herausgestellt, dab es nicht gleich- 
giiltig ist, welches Antiseptikum man anwendet. Setzt man 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXX, S. 189. 

*) Zeitschrift fiir Biologie, Bd. XL, S. 170. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 341 (1908/9). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 109. 
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den mit Chloroformwasser in Lésung gegangenen Stickstoff 
gleich 100, so betrug er in den Versuchen von Yoshimoto: 
Bei Borséure 192 
» Salicylsdure 234 
» Senfoélwasser 181 
»  Alkohol 138. 


Daraus ist zu schlieBen, da’ das autolytische Ferment 
der Leber durch Chloroform geschiidigt wird. Kikkoji fand: 


Fiir Formaldehyd 164 
» Benzoesiiure 242 


immer das Optimum der Wirkung vorausgesetzt, welches fiir 
den Formaldehyd bei einer !!61°/oigen Losung liegt, wahrend 
1°/oige Lésung die Autolyse tiberhaupt ausschlieBt. 

Es war nun von Interesse, zu sehen, ob sich die Hefe- 
autolyse auch in dieser Beziehung der Leberautolyse entgegen- 
gesetzt verhalte oder so wie die Leberautolyse; auf Veranlassung 
von Professor E. Salkowski habe ich diese Untersuchung 
ausgefiihrt. 

Die Untersuchung der «Endotryptase» und Nuclease, sowie 
die ganze Ausfiihrung der Autolyse geschah in derselben Weise, 
wie es friiher mitgeteilt wurde (l.c.). Der Gesamtstickstolf 
wurde nach Kjeldahl, die Purinbasen nach Vorgang von 
Salkowski festgestellt; diese Basen wurden auf Guanin be- 
rechnet. Die Werte des Kontrollversuches, wo die Kochung 
vor der Digestion stattfand, wurde von den im Hauptversuch 
erhaltenen Werten, d.h. von dem Versuch, wo die Kochung 
nach der Digestion stattfand, abgezogen und nur diese Werte, 
welche die durch das Ferment bewirkten Veranderungen dar- 
stellen, angegeben. Die Zeitdauer der Aufbewahrung im Thermo- 
staten betrug in allen Versuchen 72 Stunden. Bei jeder Ver- 
suchsreihe wurde ein Kontrollversuch angestellt, bei dem die 
Kochung vor der Digestion stattfand und ein Vergleichsversuch 
mit Chloroformwasser angestelit. Die bakteriologischen Unter- 
suchungen wurden nur bei denjenigen Substanzen gemacht, fiir 
welche keine Angaben vorlagen. Uber die erhaltenen Resultate 
geben die nachfolgenden Tabellen Auskunft. 
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Tabelle I. 


Einfluf{§ von Borsidure. 


Infolge der Wirkung des 
Die Quantitit A. Bei CHC), autolytischen Enzyms 
—o Gesamt- | —a oo 
von B(OH), B. Bei B(OH), stickstoff | * O™nvasen 
auf 100 g Hefe um- 
7 
C. Das Verhiltnis — gerechnet 


B 
g | g 


pro ‘/s | 





1006 | 0,221 
0,969 | 0,258 
1038 | 1168 
1,006 | 0,221 
0895 | 0,249 
12 | 1487 
1,006 | 0,221 
0946 | 0,237 
1,063 1,072 

















| 1,006 0,221 
0 | 0,986 0,229 
| 1,02 | 1,061 











Als Kontrolle wurde mit einer 5°/oigen Borsiéiurelosung 
vor der Digestion gekocht. Bei dem obigen Versuche wurden 
diejenigen Konzentrationen gewihlt, bei welchen keine Bak- 
terien auftreten und die Lésungen ganz steril blieben. Es ist 
aus dieser Tabelle zu ersehen, dai bei keinem Versuch eine 
Vermehrung oder Hemmung der Autolyse eintritt; die Wert- 
unterschiede sind so klein, daB sie wohl als Versuchsfehler zu 
betrachten sind. Bei der Leber findet man dagegen bei einer 
Konzentration von 5°/eiger Borsiure eine wesentliche Steige- 
rung der Autolyse. In der nachsten Tabelle werden nur die- 
lenigen Antiseptica und diejenigen Konzentrationen gewahlt, 
bei welchen eine Steigerung in der Autolyse der Leber fest- 
eestellt ist und in welchen die Lésungen steril bleiben; aufer- 
dem Formaldehyd in einer Konzentration, die jede Autolyse 
ausschlieBt. 
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Tabelle II. 
Renee ee eee e errr e ere a ers 
Die * Infolge der Wirkung des 
Cons hae A. Bei CHC, autolytischen Enzyms 
Kinflug | 4er be- te Bei betreffenden | Gesamt- | ) 
, fo ; , Purinbasen 
such treffenden Antiseptica stickstoff 
N von Anti- A auf 100 g Hefe um- 
“5 septica |C. Das Verhiltnis B gerechnet 
pro ‘/e 1, g | 
re A 1,041 0,219 
I . gesittigt B 1,138 0,234 
siiure 
—. 3 C 0,915 0,936 
Salicyl- A 1,041 0,219 
I] . gesdltigt B 0,989 0,208 
siiure 
iy C 1,052 1.053 
Salicyl-| fe ge- A 1,041 0,219 
ll —_ B 1,101 0,243 
siure sittigt 
om yn , [ 0,945 0,901 _ 
oe A 1,041 0,219 
IV 1 Jo B 0,006 0,011 
aldehyd 
: oa C 173,56 _|_—*19,46 
ial A 1,041 0,219 
\ 1/32 %/o B 0,984 0,216 
aldehyd . 
C 1,058 1,014 

















Zur Kontrolle wurde mit 1/32°/oigen Lésung von Form- 
aldehyd vor der Digestion gekocht. Diese Lisung wurde von 
der kiiuflichen Formalinlésung, welche etwa 40°/o Formaldehyd 
enthiilt, hergestellt; die saure Reaktion der Formalinlosung 
wurde genau mit Na,CO, neutralisiert und 25 ccm von dieser 
neutralen Lésung zum Volumen von 11 gebracht. Diese ver- 
diinnte Lésung enthiélt etwa 1°/o Formaldehyd. 

Die 1°/oige Formaldehydlésung hemmt vollstindig die 
Autolyse der Hefezellen. Bei der 1/s2°/oigen Konzentration trilt 
keine Veriinderung ein; dagegen wird die Leberautolyse da- 
durch wesentlich beeinfluBt, und der Wert des Gesamtstickstofis 
ist 2mal so hoch im Vergleich mit Chloroform, wie Kikko)! 
angibt (1. c.). 
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Was die Benzoesiure betrifft, so blieb nur die gesittigte 
Lisung steril. Bei der Leberautolyse sind bei dieser Konzen- 
tration die Werte 2,4mal so hoch wie derjenige von Chloro- 
form; dagegen wird das proteolytische Ferment und die Nuclease 
der Hefe durch Benzoesiure im Vergleich mit Chloroform gar 
nicht beeinfluBt. 

Bei der Salicylsiiure waren die gesiittigten und halbgesiit- 
tigten Lésungen steril. Das Priiparat wurde im Uberschuf in 
heiBem Wasser geldst, nach dem Erkalten lingere Zeit ge- 
schiittelt, dann filtriert. Es tritt, wie aus der Tabelle zu er- 
sehen ist, keine Veranderung in der Autolyse ein, wihrend 
fiir die Leberautolyse Yoshimoto (lI. ¢c.) in der angegebenen 
Konzentration eine betriichtliche Steigerung gefunden hat, und 
zwar die grofte von allen Antiseptica, die er gebraucht hat. 


Tabelle III. 
































Die Infolge der Wirkung des 
Ver- Quantitat]A. Bei CHC1, autolytischen Enzyms 
Finflub | der Pe- Jp. Bei betreffenden een’ | Purinbasen 
such treffenden . . stickstoff | 
Antiseptica 
: von Anti- A auf 100 g Hefe um- 
Ne. septica |C. Das Verhiltnis B gerechnet 
pro ‘21 g | g 
| 
A 1,011 | 0,197 
[ |Alkohol] 520 B 1,085 | 0,221 
C 0.932 | 0,892 
A 1011 | 0,197 
If | Alkohol] 10 °%o B 1,048 | 0,209 
C 0.965 | 0,943 
- A 1011 | 0,197 
j/4 ge- 
lil | Senfol B 1,197 | 0,265 
sattigt oe Md 
a C 0,874 0.743 
A 1,011 | 0,197 
IV | Senfél | gesittigt B 1,013 | 0,20 
C 0,998 0,985 














Als Kontrolle wurde mit einer 10° /oigen alkoholischen 
Losung vor der Digestion gekocht. Eine 5- und 10°/oige alko- 
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holische Lésung laSt die Autolyse unveriindert, wahrend beim 
Prefsaft eine 5°/oige Loésung die Proteolyse nach Hahn und 
Geret schwach, und eine solche von 10 °/oiger erheblich hemmt. 
In den tierischen Geweben bewirkt eine 5°/oige Alkohollésung 
eine wesentliche Steigerung der Autolyse. Die Senféllésung 
wurde durch Mischung und Schiitteln von 5 g Senf6l in 1 | 
Wasser hergestellt; das iiberschiissige Ol wurde abfiltriert und 
von dem Filtrat verschiedene Verdiinnungen hergestellt. Die 
gesiittigte Senfolldsung tibt als solche keine Verinderung in 
der Hefeautolyse, eine halbgesattigte begtinstigte etwas die 
Nuclease. Es wurden daher noch gréSere Verdiinnungen von 
‘Jy und 1/:16 Senf6ll6sung hergestellt, um die Beeinflussung der- 
selben zu untersuchen. Eine gesittigte Senfoll6sung hindert 
wesentlich im Vergleich mit Chloroform die Leberautolyse. 


Tabelle IV. 














Die Infolge der Wirkung des 
—— Quantitaét JA. Bei Chloroform autolytischen Enzyms 
Einfluf] der be- 1p poi betreffenden Gesamt- | ; 
such treffenden ceuanl stickstoff | Purinbasen 
; von Anti- A auf 100 g Hefe um- 
Nr. septica [C. Das Verhaltnis B gerechnet 
pro ‘2 1 g | g 
tle ge- A 0,993 0,188 
I }Senfolf — B 1,097 0,227 
sattigt " 
wae C 0,905 0,828 
ascii A 0,993 0,188 
I |Senfol} B 1,017 0,219 
saltigt . 
: C 0,976 0,858 
A 0,993 0,188 
Ill | Toluol | gesattigt B 0,965 0,202 
; es C 1,029 _ 1,074 
—o A 0,993 0,188 
IV | Toluol pit B 1,227 0,299 
satiig 
sia " 0,809 0,623 

















Mit einer '/16 Senféll6sung wurde vor der Digestion zur 
Kontrolle gekocht. Bei !/s Verdiinnung ist die Wirkung der 
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Nuclease unwesentlich gesteigert. Bei dem gesiittigten Toluol- 
wasser wurde keine Veriinderung beobachtet, dagegen wurde 
bei der halbgesattigten L6sung sowohl beziiglich der Endotryptase 
als auch der Nuclease eine wesentliche Vermehrung beobachtet. 
Die bakteriologische Untersuchung ergab, dai die !/s- und !/16- 
Senfolldsungen, wie gesiéttigte Toluolwasser, ganz steril ge- 
blieben waren, wihrend die halbgesiittigte Toluolwasserlésung 
Bakterien enthilt, soda die entsprechende Vermehrung bei 
dieser Konzentralion nicht auf die Beeinflussung der Fermente 
zu beziehen ist. Aus den mitgeteilten Versuchen folgt, dal 
das proteolytische Ferment und die Nuclease der Hefe, gleiche 
Versuchsanordnung vorausgesetzt, sich in den meisten Fallen 
anders verhilt, als die gleichen Fermente der Leber. 
Formaldehyd bewirkt in einer Konzentration von 1°/o 
eine Aufhebung der Autolyse, das stimmt mit der Wirkung 
auf die Leberfermente tiberein, dagegen ist eine Beférderung 
der tryptischen Wirkung durch Antiseptica in bestimmter Kon- 
zentration, die wir bei der Leber kennen, bei der Hefe nicht 
zu erzielen. Etwas mehr beeinfluBbar ist die Nuclease, deren 
Wirkung in den Versuchen mit 1/4 gesittigtem Senfélwasser 
gegentiber dem Chloroformwasser nicht unwesentlich gesteigert 
ist, in geringerem Grade auch bei den verschiedenen anderen 
antiseptischen Mitteln. 












Uber den Fettstoffwechsel beim Fehien des Pankreassekrets 
im Darmrohr. 
Von 
B. C. P. Jansen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Amsterdam.) 
Direktor Prof. Dr. G. van Rynberk,) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. April 1911.) 


Nachdem Abelmann,!) Schiller Minkowskis, nachge- 
wiesen hatte, dab durch vollstiindige Exstirpation des Pankreas 
die Fettresorption tiefgehend gestért und in den Faeces eine 
der Menge des in der Nahrung enthaltenen Fettes ungefiihr 
gleiche Menge gefunden wird, nahm man an, daf diese Stérung 
ausschlieblich durch das Fehlen der Pankreassekretion im 
Darmrohr bedingt sei. Freilich wurde sowohl von Abelmann 
als von allen den zahlreichen Autoren, die seine Unter- 
suchungen wiederholten und bestiétigten und seine Erklérung 
annahmen, beobachtet, daB auch nach Exstirpation des Pankreas 
ein groBer Teil des Fiikalfettes aus Fettsiuren besteht, die 
eben das Produkt der Wirkung der Enzyme des Pankreas- 
saftes auf das neutrale Fett darstellen. Es wurde aber ein- 
gewendet, dafi in diesen Fallen die Fettzersetzung im letzten 
Trakt des Darmrohrs eingetreten sei, wo sich keine Galle 
mehr befand, deren Gegenwart erforderlich war, um die Fett- 
siiuren léslich und mithin resorbierbar zu machen (Moore 
und Rockwood).?) 

Ferner beobachteten Abelmann, Sandmeyr. Rosen- 
berg u. a., dab, wenn ein Pankreassegment der Exstirpation 


A. 





‘) Abelmann, Uber die Ausnutzung der Nahrstoffe nach Pankreas- 


exstirpation. Dissertatio inaug., Dorpat 1890. 
*) Moore and Rockwood, On the mode of adsorption of fat. 


Journal of Physiology, Bd. LVIII, 1897. 
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entgeht und im Abdomen zuriickbleibt, ohne jedoch mit dem 
Duodenum in Verbindung zu stehen, die Fettresorption gréBer 
ist, als durch vollstiindige Entfernung des Pankreas erreicht 
werden wiirde. Auch fiir diese Erscheinung versuchte man 
eine Erklarung zu geben, die mit der tiber die Bedeutung des 
Pankreassaftes fiir die Fettresorption aufgestellten Lehre nicht 
m Widerspruch stiinde. Man nahm niimlich an, dafi der Ein- 
‘ub des Pankreassegmentes in Beziehung zu seiner Sekretion 
nach auBen stehe, insofern als das Sekret noch bereitet und 
vom Blut resorbiert wiirde; durch dessen Vermittlung gelange 
es dann zu den anderen Verdauungsdriisen, die es endlich 
ins Darmlumen entleerten. 

Diese bestechende Hypothese, wie auch die auf Grund 
der oben erwéhnten Resultate formulierten Lehren wurden 
aber durch eine Reihe von Untersuchungen widerlegt, die zuerst 
Lombroso tiber diese Frage ver6ffentlichte, und die lebhafte 
Kroérterungen zur Folge hatten. Nach Lombroso ist die tief- 
gehende Stoérung des Fettumsatzes nach Exstirpation des Pan- 
kreas nicht nur durch das Fehlen des Pankreassaftes im Darm- 
rohr bedingt, sondern auch durch das Fehlen einer anderen, 
einer innern Funktion des Pankreas. Er begriindete diese seine 
behauptung durch eine Reihe von Experimenten, aus denen 
sich ergab, daf noch eine betrachtliche Fettresorption statt- 
findet, wenn man die Pankreasginge unterbindet und durch- 
schneidet oder Fisteln anlegt, die das Sekret nach aufen ab- 
lenken, oder endlich, um alle gegen diese Experimente er- 
hobenen Einwénde zu entkriften, wenn man im Organismus 
nur ein Pankreassegment zuriicklaéft, das nicht nur vom Duo- 
denum, sondern auch von der Bauchhéhle abgesondert ist und 
sein Sekret frei nach auBen abflieBen laft; exstirpiert man da- 
gegen in einem zweiten Zeitabschnitt das Pankreas, das sein 
Sekret unter diesen Umstiinden nicht mehr ins Darmrohr ent- 
leert, so sieht man, daB die in den Faeces erscheinende Fett- 
menge bedeutend zunimmt. Dieses Fett darf dann nach Lom- 
broso nicht einfach als nicht resorbiertes Fett der Nahrung 
betrachtet werden, sondern es soll in mehr oder minder er- 
heblichem Mafe mittels des Verdauungsapparates ausgeschie- 
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denes Fett des Organismus sich an seiner Zusammensetzung 
beteiligen. Lombroso will namlich in einigen Fallen bei 
Hunden nach Exstirpation des Pankreas in den Faeces das 
Erscheinen einer viel gréBeren Fettmenge beobachtet haben. 
als der mit der Nahrung eingefiihrten Menge entsprach; in 
anderen Fillen, in denen das Fett dem der Nahrung an Ge- 
wicht ungefihr gleich war, zeigte es einen verschiedenen 
Schmelzpunkt usw. 

Hinsichtlich der Frage nach dem EinfluB des Pankreas- 
saftes auf die Fettresorption und der Lehre Lombrosos hat 
sich eine zahlreiche Literatur angehéuft (Zunz und Mayer,') 
Rosenberg,?) Pfliger,’) Hess,4) Sinn,®) Visentini,°) 
Burkhart,*) Fleckseder®’) und viele andere, die zum Teil 
vollstiindig zustimmen, zum Teil die Resultate bestatigen, aber 
die Erklarung verwerfen, andere endlich die Resultate selbst 
leugnen und mithin auch die Erklaérung zurtickweisen (wer sich 
genau liber die verschiedenen Experimente und die betreffenden 
Kritiken orientieren will, mOge die letzte Mitteilung Lombrosos 
iiber diese Frage®) nachlesen). Hinsichtlich der Frage jedoch 





') Zunz et Mayer, Sur les effets de la ligature des canaux pan- 
créatiques chez le chien. Bull. de ’Acad. Royale de Médecine a Bruxelles, 
S. 509, 1905. 

2) Rosenberg, Uber den Einflu{ des Pankreas auf die Resorption 
der Nahrung. Pfliigers Archiv, Bd. LXX, 1898. 

*) Pfliiger, Das Glykogen. Bonn. 

*) Hess, Beitrige zur Anatomie und Pathologie des Pankreas 
Medizin.-Naturw. Archiv, Bd. I, 1907. 

*) Sinn, Der Einfluf experimenteller Pankreasgangunterbindungen 
auf die Nahrungsresorption. Inaug.-Dissert., Marburg 1907. 

6) Visentini, Sulla funzione del pancreas. Gazzetta medica italiana, 
Nr. 44, 1907. 

’) Burkhardt, Uber die Leistungen verlagerter Pankreasstiicke 
fiir die Ausnutzung der Nahrung im Darme. Inaug.-Diss., Greifswald 1908. 

8) Fleckseder, Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. LIX. 

®)U. Lombroso, Kann das nicht in den Darm sezernierende 
Pankreas auf die Nahrstoffresorption einwirken? Archiv f. exp. Path. u. 
Pharm., Bd. LX, 1908. — Derselbe, Sulla funzione del pancreas non 
segregante nell’ intestino, sull’ assorbimento alimentare. Archivio d. Fi- 
siologia, Bd. VIII, 1910. 
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nach der Beteiligung des nicht mit der Nahrung eingefiihrten 
Fettes am Fett der Faeces von Tieren nach Exstirpation des 
Pankreas ist die Literatur viel spiirlicher. Es finden sich nur 
einige Bemerkungen in einer Mitteilung Harleys, der bei Un- 
tersuchung des Fettgehaltes verschiedener Trakte des Ver- 
dauungsapparates einen leichten Uberschuf an Fett beobachtete. 

In dieser Mitteilung moéchte ich tiber die Resultate einiger 
{xperimente berichten, die ich an einem Hunde machte, dem 
ein Teil des Pankreas exstirpiert worden war, wiihrend der 
iibrige Teil (Processus uncinatus) unter die Haut des Ab- 
domens iiberpflanzt wurde; in einem zweiten Zeitabschnitt 
nach der Exstirpation wurde dann dieses im Organismus ge- 
bliebene Pankreassegment entfernt. Diese Experimente lieferten 
einen neuen Beitrag zugunsten der Behauptung, daB die Fett- 
resorption in erheblichem Mafe auch dann stattfinden kann, 
wenn das Pankreas nicht nach dem Darmrohr hin absondern 
und sein Sekret auch nicht auf indirektem Wege dorthin ge- 
langen lassen kann. Wenn auch jetzt die meisten Forscher 
den Einflu8B des Pankreas auf die Fettresorption auch auber- 
halb der Stelle seiner Absonderung annehmen, so kénnte doch 
ein weiterer Beitrag von Nutzen sein, weil dieser Einflu8 noch 
nicht von allen zugegeben wird und die nach der Methode 
der Uberpflanzung eines Pankreassegmentes, das frei nach 
innen absondern kann (wogegen niemand Zweifel aufert), noch 
spiirlich an Zahl sind. Und auferdem haben wir zur Bestim- 
mung des Fettgehaltes eine neuere Methode verwendet, niim- 
lich die Methode von Kumagawa und Suto. 

Hiindin, 13,8 kg schwer. 12. VIII. 1910. Exstirpation 
des Pankreas, mit Ausnahme des Processus uncinatus, der 
nach der Minkowskischen Methode unter die Haut des Ab- 
domens tiberpflanzt wird. Heilung des Tieres per primam in- 
‘entionem. Nur um die Fistel herum zeigt sich in den ersten 
lagen eine leichte Eiterung, die dann verschwindet. In den 
vier ersten Tagen beobachte ich im Harn Zucker in kleiner 
Menge, nachher nur Spuren. 

Vom 18. VIII. bis zum 24. erhalt das Tier 300 g Schweine- 
fett (tiglich 50 g) und 1800 g Pferdefleisch (tiglich 300 g) 
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insgesamt ca. 340 g Fett. Es scheidet 270 g (trockene) Faeces 
aus, die 81,6 g Fettsiiure = 84,9 Fett = 24,7 °%o enthielten. 

Vom 24. bis 28. VIII. erhalt das Tier 200 g Schweine- 
fett und 1200 g Pferdefleisch (50 g Fett und 300 g Fleisch, 
taglich). Es scheidet ca. 230 g Faeces aus. Gewicht der trockenen 
Faeces 145 g, die 55,5 g Fettsiture = 57,7 g Fett = 25,1) 
enthalten. 

Vom 28. VIII. bis zum 3. [X. erhalt das Tier 300 ¢ 
Schweinefett und 1800 g Pferdefleisch (50 g Fett und 300 ¢g 
Pferdefleisch pro Tag), insgesamt ca. 345 g Fett. Es scheidet 
261 ¢ getrocknete Faeces aus, die 78,2 g Fettsiiure = 81.3 ¢g 
Fett = 23,6°/o enthalten. 

5. IX. 1910. 10 Uhr vorm. — Das tiberpflanzte Pan- 
kreassegment wird exstirpiert; es wiegt 8 g und ist wohl er- 
halten. Der um 6 Uhr abends gelassene Harn zeigt 8.9') 
Zucker (der Harn wird nur teilweise aufgefangen). 

6. IX. Das Tier friBt nur wenige Stiickchen Fleisch. In 
dem abends gelassenen Harn 6,4°/o Zucker (der Harn wird 
nur teilweise aufgefangen). 

Vom 7. bis zum 12. erhilt das Tier 50 g Schweinefett, 
200 g Fleisch und 200 g Brot taglich, im ganzen 275 g Fett. 
Gewicht der getrockneten Faeces 282g. In den Faeces eni- 
haltene Fettsiiuren 115,2 g = 1198 g Fett = 47,6%)o. 

Vom 12. IX. bis zum 16. IX. werden tiglich 50 g Schweine- 
fett, 200 g Pferdefleisch und 200 g Brot dargereicht. Fett tota’ 
221 g. Die getrockneten faeces wiegen 274 g. Mit den Fueces 
ausgeschiedene Fettsiiuren 152,3 g = 158,4 g Fett = 71,7° 0. 

Vom 16. bis zum 17. abends werden 50 g siiBes Mandelil, 
100 g Kartoffeln und 50 g zerriebenes Fleisch dargereicht, ins- 
gesamt 52 g Fett. Gewicht der getrockneten Faeces 61 g. In den 
Faeces enthaltene Fettsiéiuren 28,8 g = 29,9 g Fett = 57,6" e. 

Vom 17. bis zum 18. abends erhiilt das Tier 55 g siifes 
Mandelol, 300 g Kartoffeln und 100 g zerriebenes Pferdefleiscli: 
insgesamt 58 g Fett. Gewicht der trockenen Faeces 123 g. Ii 
den Faeces ausgeschiedene Fettsiiuren 43,7 g = 45,6 g Fett 
= 78,)°/o. Schmelzpunkt 33—36°. 

Vom 18. abends bis zum 21. abends werden taglich 100 g 
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Pferdefleisch, 100 g Stockfisch und 100 g Kartoffeln verabreicht. 
Fett insgesamt 18 g. Gewicht der getrockneten Faeces 167 g. 
Darin enthaltene Fettsiuren 27 g = 28,1 g Fett — 156°). 

Am 22. lasse ich das Tier hungern. 

Vom 23. bis zum 26. erhiilt es 400 g Stockfisch; darin 
enthaltenes Fett ca. 8 g. Gewicht der nassen Faeces 520 g. — 
A\usgeschiedene Fettsiuren 10g = 104g Fett = 130%. 
Aufgefangener Harn insgesamt 650 ccm mit 5,7°o Zucker. 

27.—28. Das Tier erhiilt 400 g Stockfisch und 200 g siibes 
Mandel6l. Gesamtfett 216 g. Gewicht der nassen Faeces 1260 g. 
Ausgeschiedene Fettsiiuren 31 g = 32,2 ¢ Fett = 10°/o. 

29. Das Tier erhilt 400 g Stockfisch und 200 g siibes 
Mandelél. Gewicht der bis 30. morgens gesammelten Faeces 
650 g. Darin enthaltene Fettséuren 62 g = 64,5 g Fett = 31°). 
Schmelzpunkt dieser Fettséuren 35°—40°. Schmelzpunkt der 
Fettsiuren des Mandeléls: 20°-—-30°. Jodzahl des Mandelils 
= 94,5. Jodzahl der Fettséiuren aus den Faeces = 95,7; des 
Triglycerids deshalb = + 91,7. 

Am 30. IX. wird das Tier, das sich in einem Zustand 
von schwerem Marasmus befindet, durch Verbluten getotet. 

Der Fettgehalt des Venenblutes wird gefunden: 0,45"'0 
Fettsdure. 

Aus den von uns ausgefiihrten Beobachtungen ergeben 
sich die nachstehenden Schlubfolgerungen : 

1. Eine méfige Fettresorption ist méglich, auch wenn der 
Pankreassaft vollstiindig im Verdauungsrohr fehlt, wenn nur das 
Pankreas oder ein Teil desselben im Organismus vorhanden 
ist. Bei unseren Beobachtungen, die mit Hilfe einer vollkom- 
meneren Methode als die friiher angestellten gemacht wurden, 
liaben wir eine Resorption erhalten, die fast 80°/o erreichte. 

2. Auf die Exstirpation eines Pankreassegmentes, das sein 
Sekret nicht mehr ins Darmrohr abfiihrt, sondern an die AuSen- 
seite des Organismus, folgt eine allméihliche Zunahme des Fett- 
verlustes. Eine kleine Ausnahme von dieser SchluBfolgerung 
iibt sich, wie es scheint, auf Grund unserer letzten Unter- 
suchungen machen, die wir nach einer langen Periode der 
AusschlieBung des Fettes von der Nahrung ausfiihrten und mit 

11* 






































TO Baecest) — Harn') — ooh eeahintente lines 
= as ese tS tal. — eee one 
Datem Fiitterung Gewicht 0/9 ae Spez. ol Bemerkungen 
g Fett?) | g Fett ccm Gew. | kose 
12. VIII. Teilweise Exstir- 
—_— 800 g Schweinefett + 1800 g J o- 2. poe __ pation des Pankreas. 
18.—24. VIII. Pferdefleisch 270(trocken), 24,7 | 84,9 Spuren 
94 9 200 g Schweinefett + 1200 g An OF F mt =e 
24.—28. Pferdefleisch - 145 » 25,1 07,7 > 
28. VIL.—3. 1X. 300 g Schweinefett 1800 ¢ 261 - 23.6 81. ome ia. m 
Pferdefleisch 5. IX, Exstirpation des tiber- 
: pflanzten Pankreasseg- 
a 6. IX. aoe ee sine amine —~ sain 6,4 mentes. 
Mm ° 
m_19 250 g Schweinefett + 1000 g 929 ‘ oe a _ 
: 7—I12. Fleisch + 1000 g Brot 282 * 43,6 119,8 
= Q : 
9 __1@ 200 g Schweinefett + 800 g J I me — a a 
raw 12.—16. Fleisch + 800 g Brot 274 ' 71,7 | 158,4 
‘ wae 50 g siiBes Mandelél + 50 g x9 90 ¢ a on __ 
O 16.—17. Fleisch + 100 g Kartoffeln 61 . 97,6 29,9 
lan - 55 g sitibes Mandelél + 100 g 9: - Ln a - - 
17.—18. Fleisch + 300 g Kartoffeln 123 7 18,9 49,6 
»_ 9 300 g Fleisch + 300 g Kartoffeln 2 r 9 pore —_ J 
18.—21. gh Bey ht 167» |156 | 281 
22, = = ‘a - rh — 2 
23.—26. 400 g Stockfisch (= 8 g Fett) | 520 (mass) | 130 10,4 |+ 650 pro die + 1,045) 5,7 
| 
97 __9e2 400 g Stockfisch + 200 g siiBes]y. r 299 ey) > ‘ 
al. 2d. Mandelil 1260 » 15 32,2 as 700 » » + 1,06 6,3 
29, ie gee Be te 31 64,5 300 | 1,068 | 8,3. ]30.1X. Tod durch Verbluten. 
=r ') Die Faeces und der Harn wurden gesammelt am Morgen folgend auf den in erster Linie genannten Tag. 
_- . . : . ee 
o- *) Der Prozentgehalt bezieht sich auf die eingefiihrte Fettmenge. 
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einem Fett, das einen niederen Schmelzpunkt hatte und des- 
halb leichter assimilierbar als das vorher verwendete war. 
Dennoch kann diesen letzten Resultaten keine grofie Bedeutung 
zuerkannt werden, weil die Beobachtungszeit zu kurz war im 
Verhialtnis zu der, die erforderlich wiire, um sicher zu sein, 
dafB alles Fett der Nahrung nach aufen hin abgefiihrt worden 
ist, und weil schon am dritten Tage eine starke Zunahme bei 
Ausscheidung des Fettes beobachtet wurde (wobei jedoch die 
ganze Fettmenge nicht inbegriffen war, die im Augenblick der 
Tétung des Tieres im Darmrohr enthalten war). 

Die Erscheinung der allmihlichen Zunahme des Fettes 
in den Faeces von Tieren statt sofortiger, vollstiindiger Abnahme 
nach Exstirpation des Pankreas wurde schon von Lombroso 
beobachtet, als er, statt das normale Pankreas zu exstirpieren, 
das Pankreas mit permanenter Fistel & la Barlow und Unter- 
hindung des sekundéren Ganges exstirpierte, welche Bedin- 
sungen grdBere Ahnlichkeit mit denen zeigen, unter welchen 
wir unsere Experimente gemacht haben. 

3. Weniger klar sind unsere Resultate, was die Méglich- 
keit einer Abgabe von Fett aus dem Organismus von seiten 
des Darmrohrs betrifft. 

In dieser Hinsicht kénnen wir dem Experiment vom 18. 
bis 21. keinen iiberméBigen Wert beimessen, bei dem wir 
allerdings eine gewisse Fettmenge erhielten, die gréfer als das 
Fett der Nahrung war und erheblich ist, wenn wir dies Ver- 
hiltnis zum Fett der Nahrung in Erwiigung ziehen, aber nicht 
sehr groB, wenn wir sie als absolute Menge betrachten, hin- 
sichtlich deren sich der Zweifel nicht ausschlieBen liabt, dab 
es sich um einen Riickstand des Nahrungsfettes handelt, das 
so viele Tage lang una in so grofier Menge vor dieser Be- 
obachtung immer dargereicht wurde. Die Tatsache der Er- 
hohung des Schmelzpunktes, die beim Experiment vom 29. IX. 
beobachtet wurde, wire vielleicht dadurch zu erkliren, daf 
die niedrigst schmelzenden Anteile zuerst resorbiert werden. 

Wahrend nach diesen Experimenten die Annahme voll- 
kommen bestiitigt erscheinen kénnte, daB am Fiikalfett von 
Tieren mit exstirpiertem Pankreas mittels des Intestinums aus- 
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geschiedenes Fett des Organismus in hervorragendem Mafe 
beteiligt sei, entspricht ihr Resultat dem der ersten Experi- 
mente nicht. Wenn man nun einerseits dem ersten Versuch 
gegeniiber den Zweifel aussprechen kann, ob nicht von den 
vorhergehenden Fiitterungen stammendes Fett das Resultat 
beeintriichtigt hat, so kann man auch gegen den zweiten ein- 
wenden, dai das Tier in einen Zustand von schwerem Maras- 
mus verfallen war, daf die Fettreserven seines KOrpers grtindlich 
erschOpft waren und daB es folglich kein Fett mehr ausscheiden 


konnte. 





Notiz zur Mitteilung von Dr. Hugo Wiener 
«Uber das spezifische Gewicht von Ammonsulfatlésungen >. 
(Diese Zeitschrift Bd. LXXI, 2. Heft.) 
Von 


M. C. Dekhuyzen, Utrecht. 


(Der Redaktion zugegangen am 15. April 1911.) 





Dr. Wiener meint, betrachtliche Fehler in der gewodhnlich be- 
nutzten Tabelle der spezifischen Gewichte der Ammonsulfatlisungen ent- 
deckt zu haben. Es handelt sich aber um eine Verwechslung der Pro- 
zentsiitze, welche ich seinerzeit mit °Pog und °Vog bezeichnet habe: die 
iiblichen Gewichtsprozente, soviel Gramm geliste Substanz in 100 g 
Lisung, bezw. soviel Gramm geliste Substanz in 100 cem Lésung. Es 
sei mir erlaubt, aus diesem Anlaf§ den Vorschlag zu wiederholen, den 
ich in einem Aufsatz «Kin Kryoskop» (Biochem. Ztschr. XI, 346, 1908) 
cemacht habe, weil sich kaum an einem besseren Beispiel der praktische 
Nutzen seiner Bezeichnungsweise zeigen lieBe, 

Wenn p Gramm (auf das Vakuum bezogen) einer Substanz in 100 g 
(ebenfalls auf das Vakuum bezogen) Wasser gelést worden, so bezeichne 
man diese Lésung als eine 

p °Pop -prozentige. 

Das °/o-Zeichen ist hier mit P verbunden, was an pondus, das 
Gewicht, erinnern soll, und zwar an pondus dissolventis, das Ge- 
wicht des Lisungs mittels. 

Diese Prozente spielen die Hauptrolle in der Kryoskopie, weil die 
Gefrierpunktserniedrigung A in erster Annéherung denselben propor- 
tional ist 


&=cp 
wo c eine «Konstante>» ist. 
Die naimliche Lisung enthalt aber - 100 p_ g auf 100g Losung, 
100 ++ p 


und deshalb bezeichnen wir sie als 
P, °Pog 
(pondus solutionis). 

Diese °Pog -Prozente sind in den Tabellen iiber spezifisches Gewicht 
gebriiuchlich. p, kann nimlich niemals den Wert 100 iiberschreiten, 
wihrend die °Po,, zuweilen ganz grofe Werte erreichen. 

Diese Lisung habe ein spezifisches Gewicht d bei 15° in bezug 
auf Wasser von 15° (das ist bequem, wenn man die hydrostatische Wage 
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zur Bestimmung benutzt, fiir ganz genaue Messungen mv man in Be- 
tracht ziehen, daB die Dichte des Wassers bei 15° in bezug auf Wasser 
von 4° 0,999126 ist, praktisch hat das aber kaum einen Sinn). 

Ein Kubikzentimeter der p, °Pog Liésung hat also ein Gewicht von 
d Gramm und enthiélt somit p, d Gramm der gelésten Substanz, m. a, W. 
die Lisung ist p, = p, d volumprozentig. 

Diese titrimetrischen oder volumetrischen Prozente bezeichne 
man mit 

°Vog 

(volumen solutionis). 

Kin fiir allemal komme man tiberein, da8, wenn das Lésungsmitte! 
nicht angegeben ist, Wasser gemeint ist. Will man angeben, welches 
spezifische Gewicht gemeint ist, so setze man etwa 


17,5 DB os 
—- Vog oder — °Vog 
17,5 4 ” 
as . 15° , . 
Ist nichts angegeben, so sei xX Vo; gemeint. 
o | ; 
Wir haben somit fiir ein und dieselbe Lésung die drei Prozentsatze 
; 100 
Py °Vog = p, 9Pog = p °Poy) und die Beziehung p, = p, d = es ae | 
100 +- p 


Es sind dies liingst bekannte Sachen, deren Formulierung dennoch 
niitzlich sein diirfte. 

Wiener findet, dah 10 ccm (bei 15°?) der gesattigten (bei welcher 
Temp. gesiittigt, wie hat sich Verf. von der Sattigung tiberzeugt?) Ammon- 
sulfatlésung 12,5316 g wiegen und der Riickstand 5,3712 g. Nicht ange- 
geben ist, ob diese Gewichte auf den leeren Raum bezogen sind. Sehen 
wir davon ab, so finden wir, in Ubereinstimmung mit der Tabelle, 
dais ein ungefaihr 53,7 °Vog (NH,),SO,-Lésung, d = 1,253 hatte und mit- 
hin 43,1 °Pog war, 

Weniger genau stimmen die Wienerschen Messungen bei °/4 und 
‘/e gesiattigten Lésungen. 

Er fand: p, = 39,9, bei d = 1,190, also p, = 43,65 statt 34,5 der Tabelle. 
p, = 26,6, » d=1,134, » p,=—23,47 » 240 » 

Hoffentlich gibt uns Dr. Wiener eine genaue Tabelle iiber den 
ganzen Verlauf der spezifischen Gewichte des (NH,),SQ,. 

Es wiire mir angenehm, wenn eine Diskussion iiber die Schreib- 
weise der drei Prozentsitze erdffnet wiirde. Eine solche Bezeichnungs- 
weise, wie die vorgeschlagene, ist nur nititzlich, wenn sie allgemein an- 
genommen und verstanden wird. In meinem Laboratorium hat sie sich 
seit 11 Jahren bewihrt. Es kiénnte aber sein, dafs§ jemand auf Liicken 
oder Undeutlichkeiten stieBe. In diesem Falle halte ich mich fiir An- 
regungen oder Vorschlage bestens empfohlen. 





Zur Frage der Quadriurate. 
Il. Mitteilung. 
Von 
Dr. med. Rudolf Kohler, 


Assistent der I. medizinischen Klinik der Universitiit in Berlin, 
Direktor Geh. Med.-Rat Prof. Dr. His. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1911.) 


In meiner ersten Arbeit!) tiber die sogenannten Quadri- 
urate konnte ich es experimentell und theoretisch sehr wahr- 
scheinlich machen, dab es tibersaure Salze der Harnsiiure von 


der Formel at nicht gibt, dai vielmehr die in der Literatur 


als Quadriurate beschriebenen Salze weiter nichts als Gemische 
von Harnsiure und saurem Urat im Verhiiltnis 1 : 1 darstellen, 
wie sie bei bestimmter Bereitungsart meist annéhernd resul- 
tieren. Denn einmal konnte ich durch Modifikation der Be- 
reitungsart stufenweise Gemische in beliebigem Verhaltnis von 
reiner Harnséiure bis zum rein sauren Salz hervorbringen und 
ferner konnte ich zeigen, da® die fiir die (uadriurate als 
charakteristisch angegebenen Eigenschaften in Wirklichkeit nicht 
fiir dieselben charakteristisch sind, sich vielmehr unter ge- 
gebenen Bedingungen auch beim Biurat und bei den verschie- 
densten Gemischen finden. 

Dieselbe Frage lift sich nun in ganz einwandsfreier Weise 
durch physikalisch-chemische Untersuchung des Verhaltens der 
Harnsaiure in Loésungen von saurem Urat entscheiden. Denn 
wenn eine Komplexbildung zwischen Harnsiure und saurem 
Urat tiberhaupt moéglich ist, so muf sie in wiisseriger LOsung 
zustande kommen. Und ob in diesem Falle in der Losung 
eine Komplexbildung eintritt, ist wiederum aus der Loslichkeit 
der Harnséure zu ersehen. 

Bringen wir in eine Lésung von Urat Harnsiiure, so haben 
wir in der Lésung entweder nur Harnséure und Urat oder 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXX, 1911, S. 360. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 12 
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aber als dritten Bestandteil noch die Kombination von beiden. 
das Quadriurat. Nehmen wir zuniachst den Fall an, es bilde 
sich kein Quadriurat. Da das Urat das Anion mit der Harn- 
siure gemeinsam hat, so muf die Léslichkeit der Harnsiure 
durch die Anwesenheit des Urats beeinfluBt und zwar herab- 
gedriickt werden. Das ergibt sich mit Notwendigkeit aus dem 
Massenwirkungsgesetz, wie uns folgende Uberlegung zeigt: 

Figen wir zu Wasser Harnsaure in solcher Quantitiit, 
dafi nach volliger Sattigung noch Bodenkorper itibrig bleibt, so 
haben wir in der Losung ungeléste Harnséure H,U, geldéste 
undissoziierte Harnséure H,U und Harnsaureionen, die Ka- 
tionen H+ und Anionen HU. Zwischen dem _ undissoziierten 
und dem in Ionen zerfallenen Anteil der Harnsiure besteht 
nun ein Gleichgewicht, das durch das Massenwirkungsgesetz 
reguliert wird: 


H+ < HU~ = HU x k 


worin k die Dissoziationskonstante der Harnsiiure bedeutet,. 
d. h. eine fiir uns durch die Untersuchung von His und Paul’) 
bekannte GréBe. Zwischen dem Bodenkorper und dem gelésten 
undissoziierten Anteil der Harnsaure besteht ebenfalls ein Gleich- 
gewicht, das durch die Loslichkeit reguliert wird, derart, dai) 
der geldste undissoziierte Teil konstant gehalten wird. Findet 
aus irgend einem Grunde eine weitere Spaltung undissoziierter 
Harnsiiuremolekel in Ionen statt, sodaB der Anteil HU geringer 
wiirde, so wide sich sofort Bodenkérper H,U losen, bis ‘H,l 
wieder diéselbe Gréfe wie vorher erlangt hat. Umgekehrt 
wenn sich aus einem Grunde lonen zu undissoziierten Molekeln 
zusammenschliefen, so werden diese Molekeln sofort als Boden- 
korper ausfallen, damit der Wert fiir H,U nicht wiichst. 
Sehen wir nun zu, wie sich das Gleichgewicht andert, 
wenn wir die Harnséure nicht in reines Wasser, sondern in 
eine Auflésung von Urat bringen. Fir das Urat haben wir 
dann das Gleichgewicht nach dem Massenwirkungsgesetz : 


M+ < HU~ = MHU  k,. 





‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI. 
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In der LOsung haben wir also undissoziierte Uratmolekiile 
und Urationen und zwar, wie man sieht, dieselben Anionen 
HU. die sich auch bei der Dissoziation der Harnsiiure bilden. 
Die Harnsiiure findet also bereits HU-Anionen vor, und diese 
bewirken eine Verschiebung des Harnsiiuregleichgewichts gegen- 
iiber dem vorhin betrachteten Fall in reinem Wasser. Betrachten 
wir nochmals die Harnsauregleichung : 
H+ X HU" = HU X k. 

Wir sahen schon, daB die rechte Seite der Gleichung 
k und H,U konstant bleibt. Die linke Seite, das Produkt 
H+ >< HU, das sogenannte Léslichkeitsprodukt, muf also auch 
konstant bleiben. Da nun aber der Wert fiir HU durch die 
bereits vorhandenen HU-Ionen aus dem Urat gréfer ist als 
vorhin, so mufi H+ notwendigerweise kleiner werden, wenn 
das Produkt denselben Wert beibehalten soll. Die Anzahl! der 
H-Ionen kann aber als Maf fiir die Dissoziation gelten. Denn 
eine -geringere Abspaltung von H-Ionen ist gleichbedeutend mit 
einer geringeren Dissoziation. Es muf also die Dissoziation 
der Harnsaure kleiner werden als in reinem Wasser. Die weitere 
Folge davon ist, daf, da der Anteil H,U konstant ist, gegen- 
iiber dem ersten Fall weniger Harnsiiure in Loésung geht. 

Natiirlich wird durch Zufiigen von Harnsiiure zur Urat- 
ljsung auch das Gleichgewicht des Urats etwas geiindert, jedoch 
so wenig, dai es hier zunichst unbeachtet gelassen werden 
kann. Spéter soll dieser Umstand noch Beriicksichtigung finden. 

Wir sehen also, daf die Loslichkeit der Harnsiiure in 
Uratldsung eine geringere ist als in reinem Wasser. 

Alle diese Betrachtungen gelten aber nur fiir den Fall, 
daB sich in der Lésung von Urat und Harnsdure keine sekun- 
diren Prozesse wie z. B. die Bildung von Quadriurat abspielen. 
Ist dieses der Fall, so aéndert sich sofort das ganze Bild. AuBer 
den Gleichungen : 

H+ >< HU™ H,U Xk 
und M+ *< HU” = MHU < k 
hatten wir dann noch eine weitere Reaktionsgleichung : 


MHU 
MHU +- HU = | 
+m HU 
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Fir die Bildung des Quadriuratkomplexes werden H,U- 
Molekel verbraucht. H,U kann dann nur konstant bleiben, 
wenn sich neuer Bodenkorper lést und Ersatz schafft fiir die 
zur Komplexbildung verbrauchten Harnséuremolekel. Bildet 
sich also beim Zusammenbringen von Harnsaure und Urat in 
wasseriger LOsung Quadriurat, so muf die Léslichkeit der 
Harnsiiure in Uratl6sung gegeniiber reinem Wasser zunehmen 
und nicht wie vorhin abnehmen. 

Man kann also durch L6slichkeitsversuche von Harnsiiure 
in Uratlésungen einwandsfrei feststellen, ob sich Quadriurat in 
der LOsung bildet und damit auch, ob es tiberhaupt Quadri- 
urat gibt oder nicht. 

Diese Versuche wurden in folgender Weise angestellt: 

Das benutzte Leitfahigkeitswasser war von Kahlbaum 
bezogen und wurde unter den von His und Paul?) angege- 
benen Vorsichtsmafregeln kohlensiiurefrei aufbewahrt und ent- 
nommen. Die Harnsiure stammte von Merk in Darmstadt. 
Die simtlichen Versuche wurden bei 18° im Schiittelthermo- 
staten angestellt. Das Natriumurat war ein von mir friiher 
in der von Gudzent?) angegebenen Weise hergestelltes Pri- 
parat. Die Schtittelkolben (Erlenmeyer-Kolben aus Jenenser- 
glas von 500—750 ccm) sowie die Pipetten wurden 10 Minuten 
durch Dampf gereinigt, die Gummistopfen ausgekocht. 

Die Schiitteldauer betrug zwischen 2 und 5 Stunden. Denn 
einerseits war bei den Schiittelversuchen von His und Paul*) 
bei 18° in 60 Minuten sicher eine Sittigung der Losung mit 
Harnsiiure erreicht. Anderseits fand Gudzent,+) da’ bei 37° 
eine Léslichkeitszunahme der Harnsiure infolge von Zersetzung 
erst zwischen 13 und 29 Stunden beginnt. 

Zur Kontrolle wurden zuerst Vorversuche tiber die Los- 
lichkeit der Harnsiiure in Leitfihigkeitswasser und tber die 
Lislichkeit des Urats in Leitfiihigkeitswasser angestellt: 2 in 
eben beschriebener Weise vorbehandelte Kolben zu 500 ccm 





') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. LYI. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI. 
4) Diese Zeitschrift, Bd. LX. 
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werden mit je 400 ccm Leitfaihigkeitswasser beschickt. In 
Kolben 1 werden 0,0920 g Harnséure, in Kolben 2 0,1584 g 
Harnsiiure eingewogen. Beide Kolben rotieren 2 Stunden im 
Thermostaten bei 18°. Dann wird der Inhalt durch gewogene 
Goochtiegel abgesaugt und zuletzt die Reste ungeléster Harn- 
siiure mit Alkohol durch Ausspritzen der Kolben in die Gooch- 
tiegel iibergefiihrt. Die Tiegel werden dann mit Ather behandelt 
und sodann bei 56° getrocknet und gewogen. So ergab sich 
fir die in 400 ccm geldste Harnséuremenge das eine Mal 
0.0102, das andere Mal 0,0098 g oder im Liter 

0,0255 g und 

0,0245 g Harnsiiure oder 

im Mittel 0,0250 g Harnsaure 

also in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von His 
und Paul.?) 

Nebenbei mag erwihnt werden, dafi ein Doppelversuch 
derselben Art mit Kahlbaumscher Harnsiiure etwas hohere 
Werte ergab, naémlich 0,029 und 0,028 g im Liter. Da His 
und Paul fiir die Kahlbaumsche Harnsaure dieselbe Léslich- 
keit gefunden hatten wie fiir die Merksche, ist anzunehmen, 
dah mein Kahlbaumsches Praparat schon etwas zersetzt war 
in dem Sinne, wie es von Gudzent niher studiert wurde. 
Ich habe deshalb in der Folge nur das Merksche Priparat 
verwendet. 

Des weiteren wurden dann die Loslichkeitsversuche des 
Urats in Wasser vorgenommen. Obwohl dies fiir die spiitere 
Berechnung nicht unbedingt nétig gewesen wiire, wollte ich 
doch wissen, mit was ftir einem Salz ich es zu tun hatte, mit 
der Lactam- oder Lactimform oder mit einem Gemisch beider. 
Die Versuche ganz in derselben Form wie bei der Harnsiiure 
angestellt ergaben eine Loslichkeit von 0,8435 resp. 0,8450 g 
im Liter. 

Das von Gudzent?) angegebene Mischprodukt, das man 
nach ihm meistens erhiélt, hat bei 18° eine Léslichkeit von 
0,8328 g im Liter. Um ein derartiges handelt es sich also 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI. 
7) Diese Zeitschrift, Bd. LX, 1909, S. 66. 
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auch bei uns. (Die Lactamform hat bei 18° eine Léslichkeit 
von 1,182 g, die Lactimform eine solche von 0,7874.) 

Nach diesen Vorversuchen wurde die Léslichkeit der 
Harnsiure in Uratldsung bestimmt in folgender Weise: 

Versuch 15. In einem Jenenser Kolben von 750 ccm 
werden 600 ccm Leitfahigkeitswasser abgemessen, 0,3237 ¢ 
Natriumurat und 0,1395 g Harnsaure zugefiigt. Nach 2 stiindigem 
Schiitteln des Kolbens im Thermostaten bei 18° wird der Inhalt 
durch einen gewogenen Goochtiegel abfiltriert und der Riick- 
stand aus dem Kolben mit Alkohol in den Tiegel iibergefiihrt, 
dann noch mit Alkohol und Ather nachgewaschen, getrocknet und 
gewogen. Da die Menge des Urats so bemessen ist, daf sie 
sich vollstiindig l6sen muf, entspricht der Bodenkérper dem 
ungelésten Anteil der zugesetzten Harnsiure. Aus der Differenz 
der zugefiigten und der ungelésten im Goochtiegel gewogenen 
Harnsiiure ergibt sich also ohne weiteres die geléste Menge. 
Es ergibt sich eine Léslichkeit von 0,0058 g Harnsiéure in 
600 ccm, also von 0,0097 ¢ im Liter. 

Versuch 16. Bei einem zweiten ebenso angestellten 
Versuch werden zu 400 ccm Leitfahigkeitswasser 0,2612 Urat 
und 0,1189 g Harnséure zugefiigt und 21/2 Stunden rotiert. 
Kis ergibt sich auf das Liter berechnet 0,0035 g Harnsiure, 
also nur etwa der dritte Teil wie im ersten Fall. 

Diese Versuche fiihren also zu wenig tibereinstimmenden 
Ergebnissen. Jedenfalls sind die Werte aber im Vergleich mit 
der Léslichkeit der Harnsiiure in reinem Wasser (0,025 g im 
Liter) viel kleiner. 

Wir wollen nun zuniichst betrachten, welche Léslichkeit 
von Harnsiiure in Uratlésungen wir zu erwarten haben in der 
Annahme, dafi sich kein Quadriurat in der Lésung bildet. 

Eine genaue Berechnung ist méglich nach der von 
Nernst!) angegebenen Formel. 

ies 


an, = mm 0) x 
ie x + V mi (4 To 


in welcher auf unsern Fall angewandt m die Léslichkeit der Harn- 


') Theoret. Chemie, 1909, 5. 530. 
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siiure bei Gegenwart von Urat, a den dazugehorigen Dissoziations- 
erad, x die Konzentration der freien Ionen des Urats, my die Lis- 
lichkeit der Harnsiure in reinem Wasser und a, den dazugehorigen 
)issoziationsgrad bedeutet. Diese Formel gibt uns aber nur Ant- 
wort auf die Frage nach der Ldoslichkeit der Harnsiiure bei 
Gegenwart einer ganz bestimmten Uratmenge. Durch eine 
einfache Betrachtung koOnnen wir jedoch schon erfahren, in 
welehen Grenzen die Loéslichkeit der Harnsiure liegen wird, 
wenn kleinere oder grdéfere Mengen von Urat zugegen sind. 
\Vir haben friiher schon gesehen, auf welche Weise tiber- 
haupt die Ldéslichkeit durch Gegenwart eines Korpers mit 
sleichem Ion beeinflub{t wird, naémlich durch Zuriickdriingen 
der Dissoziation. Da nun der undissoziierte Anteil konstant 
ist, l6st sich genau um so viel weniger, als die Verringerung 
der Dissoziation betrigt. Es wird also bei Gegenwart eines 
cleichen Ions die Loslichkeit nicht staérker herabgedriickt werden 
konnen, als bis zu dem Punkt, wo die Dissoziation gleich 
Null ist. Je geringer also von vornherein die Dissoziation eines 
KOrpers in reinem Wasser ist, desto geringer wird auch die 
LOslichkeitsabnahme bei Gegenwart eines gleichen lons aus- 
fallen. Und im héchsten Falle wird die Abnahme dem Disso- 
ziationsgrad entsprechen. 

Die Harnsiiure hat nun in bei 18° gesittigter LOsung einen 
Dissoziationsgrad von 0,116. Es wird also bei Gegenwart von 
Urat die Léslichkeitsabnahme auch hoéchstens 0,116 des Lés- 
lichkeitswertes in reinem Wasser betragen, wobei sogar an- 
genommen werden miifte, dafi das Urat eine unendlich grobe 
Loslichkeit in Wasser hiétte. In reinem Wasser ist die L6s- 
lichkeit der Harnséure bei 18° 0,025 g. Die Abnahme kann 
also héchstens 0,0029 g Letragen. Bei Gegenwart von Urat 
wird also die Léslichkeit der Harnsiéiure zwischen den Grenz- 
werten von 0,025 g und 0,0221 g im Liter liegen. Wir werden 
also keine sehr erhebliche Léslichkeitsabnahme erwarten diirfen. 

In den beiden Versuchen fiel nun die Ldéslichkeit sehr 
viel geringer aus. Meine erste Vermutung ging dahin, daf der 
“ehler an der Versuchsanordnung lage insofern, als ich Urat 
und Harnséure gleichzeitig dem Wasser zugefiigt hatte, an- 
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statt das Urat zuerst zu lésen, zu filtrieren und dem Filtrat 
die Harnsiure zuzuftigen. Dadurch wurde jede Verunreinigung 
des Urats im Goochtiegel mitgewogen und als Harnsdure be- 
rechnet, sodaB ich fiir den ungelésten Harnsdureteil einen zu 
grofen, fiir den gelésten also einen zu kleinen Wert erhalten 
hatte. Aus diesem Grunde wurden die folgenden Versuche in 
der eben angegebenen Weise modifiziert. 

Versuch 17. In einem grofen Rundkolben’ werden 
1400 cem Leitfiihigkeitswasser abgemessen und 0,6612 g Urat 
zugefiigt. Nachdem sich das Salz durch Schiitteln vollstindig 
gelost hat, wird die LOsung durch einen Faltenfilter filtriert. In 
zwei Krlenmeyer-Kolben zu 750 ccm werden nun je 600 ccm 
LOsung eingewogen und Harnsiiure zugefiigt und zwar 0,097 ¢ 
resp. 0,1891 g. Die Rotation dauert in einem Fall 4, im anderen 
43/4 Stunden. 

Es ergibt sich 0,00067 

und 0,0027 
geringere Mengen wie im ersten Doppelversuch. Meine Ver- 
mutung war also wohl nicht die richtige und die Ursache fiir 
die zu geringen Werte mufte wo anders gesucht werden. 

Wegen der Umstiandlichkeit der Rickwagemethode wurden 
die niichsten Bestimmungen mit Hilfe der Kjeldahl-Metbode 
durchgefiihrt. Zur Kontrolle wurde wiederum zuerst die Lés- 
lichkeit der Harnsiiture in Wasser nach Kjeldahl bestimmt: 

In einen 750 g Erlenmeyer-Kolben kommen ca. 600 ccm 
Leitfihigkeitswasser und Harnséure (Merk) im Uberschu8. Nach 
5stiindiger Rotation wird durch einen Goochtiegel abfiltriert 
und 500 cem des Filtrats zur Kjeldahl-Bestimmung benutzt. 
bei der Filtration ergibt sich eine Differenz von 2,98 ccm 
1',0-n-NaOH, die also der gebildeten Ammoniakmenge ent- 
sprechen. Die Berechnung auf Harnsiure gestaltet sich dann 
folgendermafen : 

1 ecm 4/10-n-NaOH, enthaltend 0,0001 Mol. NaOH, ent- 
spricht 0,00014 g (= 0,0001 Mol.) N. Die Harnséiure (C;H,N,0O, 
hat das Molekulargewicht 168, wovon 56 (4 < 14), also gerade 
'/; auf N entfallen. 

Wir miissen also den erhaltenen N-Wert mit 3 multipli- 


g Harnsiiure im Liter, also noch 
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zieren, um ihn auf Harnsaéure umzurechnen. 1 cem !/10-n-NaOH 
entspricht also 0,0042 g Harnsaéure. In unserem Fall haben 
wir also 0,0042 2,98 = 0,012516 g Harnsiiure in 500 cem oder 
0,0253 g Harnsiiure im Liter, also in guter Ubereinstimmung 
mit der Wagemethode. 

Kin Parallelversuch, der ebenso ausgefiihrt wurde, jedoch 
mit dem Unterschied, dai die Abtrennung der ungelisten Harn- 
siure mit Hilfe eines gehiirteten Filters anstatt des Gooch- 
tiegels erfolgte, fiihrte dagegen zu einem etwas niederen Wert, 
niimlich zu 0,0221 g pro Liter. Derselbe Unterschied zeigte 
sich bei 3 Vergleichsversuchen, die mit der Kahlbaumschen 
Harnsiure angestellt wurden, wobei die Filtration in 2 Fallen 
durch ein doppeltes Faltenfilter und einmal durch ein gehiirtetes 
erfolgte. Die erstgenannten fihrten zu einem mit der Wige- 
methode tibereinstimmenden Ergebnis, zu einer LOslichkeit von 
0,0295 resp. 0,0291 g pro Liter, wihrend der dritte Versuch 
nur 0,0269 g ergab. Da das Filtrat gleich nach dem Durch- 
laufen in allen Fiillen klar war, und der Unterschied bei den 
verschiedenen Filtrierweisen lediglich in der Filtrierzeit lag, 
inubte angenommen werden, dafi sich bei langsamem Filtrieren 
Harnsiiure auf dem Filter niederschliige. Eine ‘emperatur- 
differenz konnte die Schuld daran nicht tragen, da die Zimmer- 
temperatur eher héher war als 18° C. So wurde ich denn dazu 
gedringt, an den Einflu®{ der Kohlensiiure zu denken, welche 
bei dem langen Kontakt der Lésung mit der Luft absorbiert 
wird, und dann aus der gesiattigten Harnsiiureldsung Harnsiiure 
frei macht, die auf dem Filter zuriickbleibt und fiir die nach- 
herige Bestimmung im Filtrat verloren geht. War diese Ansicht 
richtig, so muBte sich der Einflug der CO, in noch héherem 
Mae bei den Loslichkeitsversuchen von Harnséure in der 
Uratlisung geltend machen. Es wurden deshalb bei den nun 
folgenden Versuchen dieser Art verschiedene F iltriermethoden 
zum Vergleich herangezogen. 

Versuch 23 (mit gehartetem Filter). 

In einem 2 |-Rundkolben wird zuniichst die Uratlisung 
bereitet aus 1500 ccm Leitfahigkeitswasser und 0,3687 g Urat. 
Die Losung wird durch ein doppeltes Faltenfilter filtriert. Zwei 
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Erlenmeyer-Kolben werden mit je 600 ccm der Lésung be- 
schickt und Harnsiure (Merk) zugefiigt, dann 3 resp. 41/4 Stunden 
geschiittelt und durch ein gehidrtetes Filter filtriert. Von 
den Filtraten werden 500 ccm resp. 200 ccm zur Kjeldah|- 
Bestimmung verwandt. Auferdem werden von der urspriing- 
lichen Uratl6sung der Kontrolle halber 200 ccm genommen und 
darin der N-Gehalt bestimmt. Auf 1 1 umgerechnet ergibt sich 
fiir den Verbrauch von !/10-n-H,SO, bei der Uratl6sung 47,15 ccm 
= 0.2452 g Urat, also in vollstiindiger Ubereinstimmung mit 
der Wiigung, da die Losung 0,2458 g Urat pro Liter enthielt, 
Fiir die Harnséure enthaltende Uratlosung ergab sich das eine 
Mal 47,42 cem, also 0,27 cem mehr, was einem Gehalt von 
Q,0011 g Harnsaure entspricht, da die Differenz in den Titrations- 
werten direkt auf Harnsaéure umgerechnet werden kann; das 
andere Mal 46,56 g, demnach weniger als vorhin, also ein ganz 
widersinniges Ergebnis. 

Im Gegensatz hierzu wurden bei den niachsten 2 Ver- 
suchen (Versuch 24 und 25) rasche Filtriermethoden benutzt, 
in Versuch 24 die Nutsche, in Versuch 25 der Gooch- 
tiegel. Auferdem wurden, um tberhaupt bei den geringen 
Werten alle Fehler der Methode nach Moglichkeit einzuschranken, 
folgende Punkte besonders beachtet : 

Bei der Herstellung der Uratlodsung wurde Leitfahigkeits- 
wasser und Uratmenge abgewogen, um spaterhin eine Kontrolle 
des Wertes zu haben, der fiir den N-Gehalt der Uratlosung 
allein durch die Kjeldahl-Methode gewonnen wurde. 

Die Uratldsung wurde durch ein Faltenfilter mdglichst 
schnell filtriert und der Kolben mit Gummistopfen immer gut 
verschlossen gehalten, um die CO, mdglichst abzuhalten. 

Zur Ldoslichkeitsbestimmung wurden miodglichst  grobe 
Mengen verwendet (600 ccm). Eine Grenze wird dadurch ge- 
setzt, daf sich gréfere Erlenmeyer-Kolben als solche von 
750 ecm Inhalt nicht ohne zu grofe Gefahr des Bruches im 
Thermostaten schiitteln lassen. 

Die ungeliéste Harnsiiure wurde mdglichst rasch durcl) 
Absaugen mittels Goochtiegel oder Nutsche beseitigt. 

Das Filtrat wurde in angewiirmter Saugflasche aufgefangen 
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und davon sofort in einem Kjeldahl-Kolben 500 ccm abge- 
wogen. 

Von der Uratlosung wurde dieselbe Menge, also auch 
500 ecm zur N-Bestimmung benutzt. Ebenso wurde fiir die 
Destillation dieselbe H,SO,-Menge vorgelegt. Denn dadurch 
konnten die ‘Titrationswerte direkt von einander abgezogen 
werden, soda etwaige Biirettenfehler, ungenaue Einstellung der 
Lauge auf die Siure und sonstige Versuchsfehler herausfielen. 

Die Destillate der Vergleichsbestimmungen wurden etwa 
sleich grobB genommen, ebenso wie die Indikatormengen gleich 
bemessen wurden. 

Als Indikator wurde Cochenille benutzt, die viel schiirfer 
umschlagt als Lackmustinktur, die aber anderseits nicht die 
unangenehme Eigenschaft besitzt, beim Stehen durch Einwirkung 
von CO, zuriickzugehen, wie dies bei Allizarinrot, Rosolsiiure usw. 
der Fall ist, deren Umschlagspunkt so nahe am Neutralpunkt 
liegt, dai schon eine so schwache Siéure wie die Kohlensiure 
wirksam ist. 

Nach Titration des einen Destillats wurde dies fiir die 
Titration des zweiten als Vergleichsfarbe benutzt. 

Die Einstellung der !/10-n-Saéure und -Lauge war so, dab 
90 eem 4/10-n-H,SO, neutralisiert wurden durch 49,73 ccm 
' yo-n-NaOH. 

Auf diese Weise wurden alle Fehlerquellen nach Mog- 
lichkeit vermieden. Der Fehler der Titration selbst ist aller- 
hdchstens 0,1 cem */10-n-NaOQH oder 0,0004 g Harnsaure resp. 
0.0005 g Urat. 

Unter diesen Vorsichtsmabregeln wurden folgende 2 Ver- 
suche angestellt: 

Versuch 24. Uratlssung aus 2000 ccm Wasser und 
0.3832 g Urat. Filtration durch Faltenfilter. Davon 600 ccm 
in Schtittelkolben und Harnsiiure (Merk) zugefiigt. 4 Stunden 
Schiitteldauer. Filtration durch Nutsche mit 3fachem Filter. 
a die Nutschefilter nicht angefeuchtet werden kinnen und 
somit die Gefahr besteht, dai zuerst etwas ungeléste Harn- 
siure mit durchliiuft, wird die erste Portion in einer kleinen 
Saugflasche getrennt aufgefangen und nicht weiter benutzt. 
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Die Hauptportion liuft dann in die vorgewarmte groBe Saug- 
flasche. Davon werden 500 cem sofort in einen Kjeldah|- 
Kolben gewogen. Von der Uratlésung werden ebenso 500 cem 
in einem Kjeldahl-Kolben abgewogen. Die N-Bestimmung der 
Uratlésung ergibt auf Urat berechnet 0,1891 g auf 11 in guter 
Ubereinstimmung mit der in Wirklichkeit pro Liter verwendeten 
Menge von 0,1916 g. Bei der Titration ergibt sich eine 
Differenz von 18,18 ecm !/10-n-NaOH, wiihrend dieselbe bei der 
mit Harnsiiure gesattigten Uratlésung 19,43 g betrégt. Auf 
die geléste Harnséure entfielen also 1,25 cem, was einem Wert 
von 09,0105 g¢ Harnsiure pro Liter entspricht. 

Versuch 25. 2000 g Wasser, 0,4149 g Urat. Alles 
genau wie bei Versuch 24, jedoch Trennung von der ungelosten 
Harnsiiure durch Goochtiegel. Die N-Bestimmung der Urat- 
losung ergibt 0,2096 g Urat pro Liter (angesetzt war die Lésung 
mit 0,2075 g pro Liter). Ftr die geléste Harnsiure ergilt 
sich der Wert von 0,0095 g Harnsidure pro Liter. 

Wir sehen also in der Tat, daB wir ebenso wie bei den 
Loslichkeitsversuchen von Harnsaure in reinem Wasser hohere 
Werte bei Verwendung von Nutsche und Goochtiegel als 
bei Benutzung eines gehiirteten Filters erhalten. In beiden Ver- 
suchen bekommen wir also zwar bessere, aber doch immer 
noch viel zu niedrige Werte. 

Versuch 25a. Es wurde nun noch ein weiterer Ver- 
such mit ganz dtinner UratlOsung angestellt. Dazu wurden 
100 g der im Versuch 25 benutzten Uratlésung auf 2000 ccm 
verdiinnt. In dieser diinnen Loésung loste sich 0,0208 g Harn- 
siiure pro Liter. 

Unsere Versuche fiihren also zu dem Ergebnis, dai sic!) 
in Uratlosungen weniger Harnsdaure l6st als in reinem Wasser, 
wie es die Theorie fordert. Es fragt sich nur, warum mai 
auch unter Anwendung aller Vorsicht noch weniger findet, als 
nach obiger Uberlegung zu erwarten wire. 

Ebenso wie die Anwesenheit des Urats in wiisseriger 
Loisung die Léslichkeit der Harnséure herabdriickt, so wird 
auch durch die Harnséure die Léslichkeit des Urats verringer' 
und man kénnte auf den Gedanken kommen, daf nach Zuftigen 
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von Harnséure zur Uratlésung nun Urat ausfallt und daB man 
dadurech zu niedrige Werte fiir den Gesamt-N-Gehalt bekommt. 
Das ist jedoch nicht modglich, denn einmal ist die Uratkonzen- 
tration so gewahit, dafi sie nicht nahe am Siittigungspunkt 
liegt. Ferner ist die Loslichkeit der Harnsiure eine so geringe, 
dafs schon dadurch ihre Massenwirkung nur eine sehr _ be- 
beschréinkte sein kann. Dazu kommt noch ihr geringer Disso- 
ziationsgrad, denn, wie wir oben sahen, kommt fiir die Lés- 
lichkeitserniedrigung nur der dissoziierte Anteil in Frage. Die 


Berechnung nach der Formel 


x oo fa.\2. f x \2 
2a %La 2a 


ergibt denn auch einen Wert fast gleich Null fiir die Léslich- 
keitserniedrigung. 

Eine zweite Erklarungsméglichkeit wire die, dafi das 
Urat in LO6sung so stark hydrolysiert wire, dali es schon hier 
in Betracht kommende Mengen von Harnsiiure gelést enthiilt. 
Es kénnte sich dann nur noch die Differenz zwischen der be- 
rechneten und der durch Hydrolyse entstandenen Harnséuremenge 
lisen. Da Gudzent') die Berechnung der Hydrolyse der Urate 
bereits durchgefiihrt hat, brauche ich hier auf die Ableitung nicht 
genau einzugehen. Der Hydrolysengrad kann ausgedriickt werden 
durch den Wert der OH-Ionenkonzentration. Diese ist 


(: V K - Ce,u,n,0, 
al um —- ; 
K, 


In dieser Formel ist K die Dissoziationskonstante des Wassers 
= 0,64 X 10-'', K, die Dissoziationskonstante der Harnsiéure 
= 0,151 * 10-°.2) Co.,x,o, kann wegen der bei dieser Ver- 
diinnung so gut wie vollstiindigen Dissoziation und wegen 
der geringen Hydrolyse des Urats annihernd der angewendeten 
Konzentration des Urats gleich gesetzt werden, d. h. der An- 
zahl der Mole im Liter. Bei den letzten Versuchen 24 und 25 
wurden etwa 0,2 g Urat, also etwa 0,001 Mol Urat pro Liter 
gelést (Molekulargewicht des Natriumurats = 208) also 





') Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 160 ff. 
2) His und Paul, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, 1900. 
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ee V 0,64 X 10-** 0,001 — 

von a> 0,151 X10 0— 
Das ergibt eine Hydrolyse von 2,059 X 10-® Mol. Da nun 
bei der Hydrolyse ebensoviel freie Harnsaéure entsteht, als OH- 
Ionen frei werden, so gibt uns der eben berechnete Wert fiir 
die Konzentration der OH-Ionen auch ein Maf fiir die dure}, 
die Hydrolyse entstandene Harnsiiuremenge. Auf Harnsiiure 
berechnet, d. h. mit dem Molekulargewicht der Harnsdéure (168) 
multipliziert, ergibt der obige Wert = 0,0003459 g Harnsiiure. 
die also in freiem Zustande vorhanden wiire, also eine Menge. 
wie sie hier gar nicht in Betracht kommt. 

So bleibt denn nur tibrig anzunehmen, daf die Kohlen- 
siiure die Schuld triigt. Und dafiir gibt es in der Tat ver- 
schiedene Anhaltspunkte. 

Wird Urat in gewohnlichem destillierten Wasser gelost, 
so wird die im Wasser enthaltene Kohlensiure sofort ein- 
wirken, wird einen Teil der Base fiir sich in Anspruch nehmen 
und Harnsiure frei machen. Obwohl die Kohlensiiure eine 
schwiichere Siiure ist als die Harnséure, so ist dafiir ihre Los- 
lichkeit in Wasser eine so viel bedeutendere (1 Mol CQ, list 
sich in 44], 1 Mol Harnséure dagegen erst in 6636 1 Wasser), 
dali ihre Massenwirkung grOBber wird. Zunachst wird nun die 
freigemachte Harnsiure in L6sung bleiben, man wird also éuber- 
lich von dieser Umwandlung nichts wahrnehmen k6nnen. Erst 
wenn die Lésung fiir die Harnsiéure gesiittigt ist, wird ein 
bodenkorper von Harnsiure auftreten, die Lésung wird sich 
also triiben. Daf aus Uratlésungen, die an der Luft stehen, 
Harnsiure ausfillt, ist eine bekannte und oft beobachtete Tat- 
sache. Es ist das aber sogar dann der Fall, wenn man mil 
Leitfahigkeitswasser, also mit einem so gut wie CO,-freien 
Wasser eine Uratlésung herstellt, schnell filtriert und das Filtra! 
in einem Kolben gut mit einem Gummistopfen verschlossen 
stehen laft. Trotz der kurzen Beriihrung der Lésung mit der 
Luft nimmt sie eine geniigende Menge von Kohlenséure aus 
dieser auf. Diese Beobachtung konnte ich z. B. bei der Urai- 
l6sung machen, die in Versuch 25 benutzt worden war. Ein 
erheblicher Rest blieb so verschlossen einige Zeit stehen. Sie 
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zeigte eine leichte Triibung; eine Probe zentrifugiert, wies mikro- 
skopisch deutliche Harnsiurekrystalle auf. Bildet sich nun in 
einer derartigen LOsung nach einiger Zeit so viel Harnsiiure, 
daB sie damit tibersiittigt wird, so wird die Annahme sehr plau- 
sibel werden, dai schon in kurzer Zeit durch Einwirkung der 
Kohlensiiure Harnsiiure frei gemacht wird, die in Lésung bleibt, 
und die dann bei derartigen Versuchen, wie ich sie angestellt 
habe, zu zu niedrigen Werten fiihrt. 

Wie schnell die Kohlenséure ihre Wirkung ausiibt, sieht 
man daran, dafi eine mit Harnsaure gesiattigte Uratlésung (nach 
Schiitteln und Filtrieren) sich beim Stehen schon nach ganz 
kurzer Zeit triibt, nach einer Viertelstunde, oft schon sofort 
nach der Filtration. Bei langsamer Filtration, wie in Ver- 
such 23, kann sich das Ausfallen der Harnsiiure natiirlich schon 
auf dem Filter vollziehen, und so ist es mdglich, daB man 
dann einen geringeren N-Gehalt der Losung findet, als fiir die 
reine Uratlosung. 

Bei den Loslichkeitsversuchen von Harnsaéure in reinem 
Wasser kann das Ausfallen von Harnsiiure auf dem Filter nur 
insofern in Betracht kommen, als kohlensiiurehaltiges Wasser 
eine geringere Harnsiiuremenge lésen kann als reines Wasser 
wegen der Anwesenheit des mit der Harnsiiure gemeinsamen 
H-Ions. Daher kann in diesem Falle auch der Verlust an 
Harnsaéure durch den Ausfall nicht so grof werden aus den- 
selben Griinden, die wir oben bei Betrachtung der L6slich- 
keit der Harnsiiure in urathaltigem Wasser auseinandergesetzt 
haben. So ergab der Versuch mit dem geharteten Filter bei 
der Merkschen Harnsiéure nur 0,0221 g statt 0,025 g, bei der 
Kahlbaumschen Harnsiure nur 0,0269 g statt 0,029 g im Liter. 

Auf das im Vergleich zur Harnsiure in ca. 10facher Menge 
in der Lésung vorhandene Urat, das auBerdem in dieser Kon- 
zentration fast vollstandig dissoziiert ist, wirkt natiirlich die 
Kohlensiéure viel stirker ein und es wird daraus der viel be- 
deutendere Verlust an Harnséure bei den Léslichkeitsversuchen 
von Harnsiiure in Uratl6sungen vollstandig klar. 

Auch bei Urat selbst nach seiner Bereitungsart wire die 
Méglichkeit gegeben, daB es schon geringe Mengen Harnsiure 
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enthilt. So lange das Salz in seiner Stammlésung ist, kann 
sich zwar keine Harnsaéure bilden, da diese immer alkalisch 
ist, indem zwar dquivalente Mengen von Harnsaure und NaOH zu- 
sammengebracht werden, sich jedoch unter den gegebenen 
Umstiinden die zugesetzte Harnsdéuremenge nicht vollstiindig 
lost und daher ein Teil abfiltriert wird. Sobald jedoch das 
Salz von seiner Mutterlauge befreit ist und auf der Nutsche 
ausgewaschen wird, sind die Bedingungen der Harnsiiure- 
bildung gegeben. 

Da ich bei der Bereitung des fiir die vorhergehenden 
Versuche verwandten Urats auf diesen Punkt nicht so geachtet 
hatte, stellte ich unter Beriicksichtigung dieses Umstandes ein 
neues Priparat von Natriumurat her, wobei ich einmal darauf 
achtete, ob die Stammlésung auch sicher deutlich alkalisch 
wire und wobei ich zum Auswaschen Leitfahigkeitswasser 
verwendete und dann sofort unter Verwendung von absolutem 
Alkohol und Ather, dann im Trockenofen trocknete. Mit diesem 
Salz, das mikroskopisch rein krystallinisch war und Harnsaure- 
krystalle nicht erkennen lieB, wurde folgender Léslichkeits- 
versuch gemacht: 

Versuch 26. Wasser 2000 ccm, Urat 0,5186 g. Der 
groBere Teil der LOsung wird durch ein doppeltes Faltenfilter 
filtriert. Davon 500 cem zur Kjeldahl-Bestimmung benutzt; 
ca. 600 cem in einem Kolben mit Harnsiure bei 18° geschiittelt 
und dann genau wie im Versuch 24 durch eine Nutsche ab- 
filtriert und vom Filtrat 500 cem zur N-Bestimmung benutzt. 
Von dem kleineren, nichtfiltrierten Teil der Uratlésung werden 
ebenfalls ca. 600 ccm mit Harnséiure geschiittelt, abgenutscht 
und die N-Bestimmung gemacht. Letzteres sollte den Zweck 
haben, festzustellen, ob sich in unfiltrierter Uratl6sung mehr 
Harnsiure l6ést als in filtrierter, da diese ja weniger mit CO, 
in Beriihrung kam. Denn gerade die Filtrierung, bei der die 
Losung in grofer Flache mit der CO,-reichen Laboratoriums- 
luft in Kontakt kommt, mu’ von grofer Bedeutung ftir den 
Versuch sein, wenn meine Annahme die richtige ist. 

Ks ergab sich Urat = 0,259 g in 1000 ccm (Wagungs- 
wert war 0,2593 g). 
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In der filtrierten Lésung = 0,0122 g Harnsi&ure 
und in der unfiltrierten » = 0,0151 » » 
auf 1000 g Lésung berechnet. 

Also auch dies Resultat spricht fiir die Annahme der 
Kohlenséureeinwirkung. 

Fiir den Einflu{ des Filtrierens in diesem Sinne sprechen 
auch die niedrigeren Werte, die sich im Versuch 17 gegen- 
iiber Versuch 15 und 16 ergeben hatten. 

Wir sehen aber, dafi auch unter Verwendung aller Vor- 
sichtsmaBregeln die geforderte Hohe des Harnsiureldéslichkeits- 
wertes nicht erreicht wird, weil wir die Kohlensiiureeinwirkung 
nicht géinzlich ausschlieBen kénnen. Je schneller wir arbeiten, 
je weniger wir filtrieren und tiberhaupt der Lésung Gelegenheit 
geben, mit der Luft in Beriihrung zu kommen, je sorgfaltiger 
wir unser Uratpraparat herstellen, desto naéher kommen wir 
dem berechneten Werte. Das zeigen wohl obige Versuche in 
ganz eindeutiger Weise und somit kann wohl kaum bezweifelt 
werden, dafi die Deutung die richtige ist. 




















Zusammenfassung. 





Es wurde in dieser Arbeit gezeigt, wie man durch Unter- 
suchung der Loslichkeit der Harnsaure in LOsungen von saurem 
Urat in einwandfreier Weise die Frage nach der Existenz des 
Quadriurats beantworten kann, da die Léslichkeit gegeniiber 
reinem Wasser grOfer sein muf, wenn es ein Quadriurat gibt, 
dagegen kleiner, wenn es ein solches nicht gibt. Wie grof 
die Léslichkeitsabnahme im letzteren Falle sein mul, resp. in 
welchen Grenzen sich dann die Ldéslichkeit bewegen muf, 
wurde erwogen. 

Die Loslichkeitsversuche wurden dann mit der Riickwiage- 
methode und mit der Kjeidahl-Methode ausgefiihrt, die zu 
dem Ergebnis fiihrten, da die Harnsdureloéslichkeit bei An- 
wesenheit von Urat abnimmt. Jedoch sind die Versuchswerte 
kleiner, als theoretisch zu erwarten wiire. Durch Abéanderung 
in der Versuchsanordnung wird als Ursache der zu geringen 
Werte nach Ausschlufi anderer Ursachen die Einwirkung der 
Kohlensiiure auf die Lisung wiahrend des Versuchs gefunden 
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und dies dadurch bewiesen, dai die Werte dem erwarteten 
immer niher kommen, je weniger man der Lésung Gelegenheit 
gibt, Kohlensiiure aus der Luft zu absorbieren. 

Das Schlufergebnis ist somit, daB ein tibersaures 
Salz der Harnséure, ein Quadriurat nicht existiert 
und dafs es sich daher bei den in der Literatur er- 
wahnten sogenannten Quadriuraten nur um Gemische 
von Harnsaéure und saurem Urat handeln kann, wie 
ich sie in meiner ersten Arbeit naher studiert habe. 


Anhang. 


Auf die Bemerkung von Otto Rosenheim (in dieser 
Zeitschrift, Bd. LXX1) zu meiner Arbeit méchte ich erwidern, 
da8 mir die verdienstvollen Untersuchungen von Tunnicliffe 
und Rosenheim wohlbekannt sind. Die fiir die Frage wichtige 
systematische Untersuchung der aus Acetatlésungen verschie- 
dener Konzentration entstehenden Salze und die physikalisch- 
chemische Betrachtung ihrer Entstehungsweise haben T. und R. 
jedoch nicht unternommen. Vor allem aber konnten sie zwin- 
gende Beweise fir ihre Behauptung nicht erbringen. 











Uber das Labzymogen des Kalbsmagens. 
Von 


S. G. Hedin. 


(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1911.) 


Von Hammarsten wurde zuerst beobachtet, da’ neu- 
trale Wasserinfusionen von Migen verschiedener Tiere keine 
oder nur eine schwache Labwirkung zeigen, dali aber diese 
Wirkung nach Behandlung mit Saéure und Neutralisieren sehr 
ausgesprochen ist.') Dieser Befund wurde von Langley be- 
statigt, insofern, als eine schwach alkalische Infusion erst nach 
Ansaduern und Neutralisieren Labwirkung zeigte.*) Aus diesen 
Untersuchungen geht also hervor, daf in der Magenschleimhaut 
ein sogenanntes Zymogen vorhanden ist, das mit Saure wirk- 
sames Lab erzeugt. 

Gelegentlich Untersuchungen iiber die durch verschie- 
dene Substanzen erzeugte Hemmung der Labwirkung habe ich 
gefunden, da einerseits gewisse Hemmungskirper (Serum, 
Eierklar) durch Behandlung mit HCl zerstért oder zum min- 
desten gelahmt werden, anderseits eine unwirksame oder nur 
schwach labungserregende Mischung von Lab und solchen Hem- 
mungskoérpern durch Behandlung mit Salzséure an Wirksamkeit 
zunimmt. Im Anschlu8 an diese Befunde habe ich auf die 
Moglichkeit hingewiesen, daB Labzymogen, das volikommen 
wie eine Mischung von Lab und Hemmungskorper beim Be- 
handeln mit HCl wirksames Lab erzeugt, vielleicht als eine 
Verbindung oder Mischung von Lab mit einem durch Siure 
zerstorbaren Hemmungskorper aufzufassen wire. °) 


') Uppsala Likaref. forh., Bd. VIII, S. 78, 1872. 
2) Journ. of Physiol., Bd. III, S. 269, 1881. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 374, 1909. 
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Seitdem habe ich Gelegenheit gefunden, dieser Frage 
niaiher zu treten. Zu dem Zwecke habe ich mir Infusionen von 
der Schleimhaut von Kalbsmagen in der Weise bereitet, daf 
1 Teil vollig frischer Schleimhaut mit 5 Teilen Wasser, etwas 
CaCO, und Toluol einen Tag bei niederer Temperatur belassen 
wurde. Darauf wurde die ziéhe Lésung filtriert, was stets 
langsam vonstatten ging, und im Eisschrank aufbewahrt. Das 
Calciumcarbonat wurde zugesetzt, um etwa gebildete Siure 
sofort zu binden; die Reaktion der konzentrierten L6sung war 
nie sauer, sondern meistens kaum nachweisbar alkalisch gegen 
Lackmus. Dieselbe enthielt nur in Ausnahmefiillen nachweisbare 
Mengen von Calciumsalz. Bei der Anwendung wurde die Loésung 
neutralisiert fiir den Fall, daf dieselbe schwach alkalische 
Reaktion zeigte, und mit 3—8 Teilen Wasser verdiinnt. Die 
in angegebener Weise erhaltenen, mehr oder weniger ver- 
diinnten Lésungen werde ich im folgenden der Ktirze wegen 
schlechthin Zymogen nennen, zum Unterschied von den daraus 
durch Behandlung mit HCl und Neutralisieren erhaltenen Lab- 
losungen. 

Zuniichst mag hervorgehoben werden, daB alle Zymogen- 
ldsungen eine deutliche Labwirkung ergaben. Dies stimmt mit 
einer Beobachtung von Hammarsten tiberein, nach welcher 
neutrale Infusionen von Kalbs- und Schafsmiigen eine verhiilt- 
nismiibig starke Labwirkung zeigen.!) Eine einigermaBen ver- 
diinnte Zymogenlésung wird bereits durch Behandlung mit 
0,09°/o HC] bei Zimmertemperatur wéhrend 15 Minuten so weit 
aktiviert, da®B danach keine weitere Zunahme des wirksamen 
Labs erfolgt. Um eine ungefiihre Vorstellung tiber die wirk- 
samen Labmengen vor und nach der Behandlung mit HCl zu 
geben, werden unten die Gerinnungszeiten von Milch, erhalten 
mit zwei verschiedenen ZymogenloOsungen, vor und nach der 
Behandlung mit HCl angefthrt. 

Die Probe a, welche nicht mit HCl behandelt wurde, 
war in der Weise bereitet, da 100 ccm Zymogen mit einer 
neutralen Mischung von 10 ccm 1°/oiger HCl-Lésung und einer 
damit iiquivalenten Menge NaOH versetazt wurde. 


!) Uppsala Likaref. forh., Bd. VIII, S. 78, 1872. 
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Bei der Herstellung der Probe b wurde das Zymogen 
mit der Saéure 15 Minuten bei Zimmertemperatur behandelt, 
worauf mit der NaOH-Menge neutralisiert wurde. 

Mit je 1 ccm von a und b wurden dann die Gerinnungs- 
zeiten von je 10 ccm Milch genommen: 


Zymogen 1 Zymogen 2 
a 2812 Min. 10 ~=-Min. 
b 7} 2 » P1!y 


Da die Gerinnungszeiten im allgemeinen den Labmengen 
umgekehrt proportional sind, war in beiden Zymogenen die 
wirksame Labmenge nach dem Behandeln mit HCl rund 4mal 
so grof wie vorher. 


Das Enzym-Zeitgesetz fir das Zymogen. 


Es mag sofort bemerkt werden, dah die eben gemachte 
SchluBbfolgerung keine strenge Giiltigkeit besitzt. Wohl besteht 
das eben erwahnte Enzym-Zeitgesetz, nach welchem die Lab- 
mengen den Gerinnungszeiten umgekehrt proportional sich ver- 
halten, in bezug auf das fertige, mit HCl erhaltene Lab zu 
Recht; aber die Labwirkung des Zymogens gehorcht diesem Ge- 
setze nicht. Priift man mit verschiedenen verdiinnten Losungen 
desselben Zymogens die Giiltigkeit des Gesetzes, so weichen 
die gefundenen Gerinnungszeiten in der Weise von der Regel 
ab, daB die Gerinnungszeiten mit geringen Zymogen- 
mengen kirzer ausfallen im Vergleich mit den mit 
groBeren Zymogenmengen erhaltenen, als nach der 
Regel sich erwarten |a%t. Dies geht mit aller Deutlichkeit 
aus folgenden Versuchen mit verschiedenen Zymogenen hervor: 


Konzentration Zymogen 1. 2. 3. 4. 5. 

der Zymogene Gerinnungszeiten in Minuten 
1 22 8 12 11 81/4 
1/9 2414/2 Li'/2 21 20!'2 15 
1/3 30 13/2 29 271!/2 21 
VI4 3714/2 17 38 35 271/2 
V5 4Q'\2 18)/2 4412 43 32!/2 


1/6 49 20 D2 48 38 
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Die Abweichung von der Regel war in allen untersuchten 
Fallen ausnahmslos die gleiche und es unterliegt keinem Zweifel, 
dai die Labwirkung des Zymogens in anderer Weise sich ver- 
hiilt, als die des mit HCl erhaltenen Labs. Auch nach Ent- 
fernung der Salze durch zweitigige Dialyse gegen destil- 
liertes Wasser wurde die gleiche Abweichung von dem 
Enzym-Zeitgesetz erhalten: 


Konzentration des Zymogens Gerinnungszeit 
1 81/2 Min. 
l/s 13 > 
1/s 153/4 >» 
14 191/2 >» 


Zum Vergleich werden hier Gerinnungszeiten angefiihrt, 
welche mit Lab erhalten wurden, das aus dem Zymogen durch 
Behandlung mit Salzséure (10 ccm -+ 2cem 1°/oige HCl) wahrend 
einer Nacht im Eisschrank und Neutralisieren bereitet war. 
Nach passender Verdiinnung ergab sich: 


Konzentration des Labs Gerinnungszeiten 
1 8 Min. 
lig 17 » 
1/3 25 
1/4 331/2  » 


Das Zymogen beim Behandeln mit Alkalien. 


Wird das Zymogen mit einer schwachen L6ésung 
eines Alkalihydrates auf 37° einige Zeit erwirmt, so 
verliert es bald sein Vermégen, Labung hervorzurufen, 
und es wirkt nunmehr auf zugesetztes Lab hemmend. 
Die Eigenschaften des so erzeugten HemmungskO6rpers 
sind aber verschieden je nach der Art und Konzen- 
tration des angewandten Alkalis. 

Zuniichst wollen wir den beim Behandeln mit sehr 
schwacher Natronlauge erhaltenen Hemmungskorper ins Auge 
fassen. Das Zymogen war wie oben S. 188 angegeben (1 Teil 
Schleimhaut auf 5 Teile Wasser) erhalten und wurde vor der 


Anwendung mit 3 Volumen Wasser verdiinnt. Die Lauge war 
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0,005 normal; auf 10 ccm verdiinnter Zymogenlosung kamen 
2 ccm Lauge, und die Mischung war also in bezug auf NaOH 
0,00082 normal. Nach verschiedenen, bei den Versuchen an- 
gegebenen Zeiten bei 37° wurde mit titrierter H,SO, neutra- 
lisiert. Hierauf wurde ein Teil mit HCl 15 Min. bei Zimmer- 
temperatur behandelt (10 ccm +- 1 cem 1°/oige HCl) und neu- 
tralisiert, wahrend ein anderer Teil, ohne mit HC! behandelt 
zu werden, mit der entsprechenden Menge Salzlisung versetzt 
wurde. Dann wurde gepriift, wie die so erhaltenen Lésungen 
zu bereits fertigem Lab sich verhielten. Dies geschah in der 
Weise, daB gleiche Volumina (2 ccm) der Zymogenproben 
zu gleichen Volumina (1 ccm) einer Lablésung gesetzt wurden, 
worauf die Mischungen 15 Min. bei 37° gehalten wurden. Dann 
wurden mit 10 ccm Milch die Gerinnungszeiten genommen. 
Enthalt eine Zymogenprobe wirksames Lab, so addiert sich 
dessen Wirkung zu der der Lablésung, und die Gerinnungszeit 
fallt folglich kiirzer aus als die einer Kontrollésung ohne Zy- 
mogen. Wirkt die Zymogenprobe dagegen hemmend, so wird 
eine lingere Gerinnungszeit erhalten als mit der Kontrollprobe. 
Natiirlich mufi die Menge des in allen Mischungen vorhandenen 
Labs so gewihlt werden, daB eine etwaige Zunahme oder 
Abnahme dessen Wirkung sich leicht nachweisen la6t. Ein 
Versuch mit in oben angegebener Weise erhaltenen Zymogen- 
proben ergab: 
Nach 5 Min. mit NaOH: 


Gerinnungszeit 
1 ccm Lab + 2 ccm H,O 14 Min. 
1 » » +2 » Zym. beh. mit NaQH 7 
1 » » +2 > » » » » undmit HCl 1 » 
Nach 15 Min. mit NaOH: 
1 cem Lab + 2 ccm H,0 14 Min. 
1 » » -+-2 » Zym. beh. mit NaOH 29° » 
1 » >» +2 « »  »  »  » undmitHCl 1 » 


Der mit NaOH erzeugte Hemmungskorper nahm also in 
diesem Falle mit der Zeit der Behandlung zu; ferner war 
derselbe mit HCl leicht zerlegbar. 

Behandlung desselben Zymogens mit 0,01-n.-NaOH (Mi- 
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schung folglich 0,0017 normal) in der gleichen Weise 10 Min. 
bei 37° ergab: 


Gerinnungszeit 
1 ccm Lab -++ 2 ccm H,O 13/2 Min. 
1 »  » +» » Zym. beh. mit NaOH 28 > 


fl » » +2 » » » »  » undmitHCl 1 » 
oder etwa die gleiche Hemmung wie vorher 0,005-n.-NaOH 
nach 15 Min. bei 37°. Die Versuche mit sehr verdiinnter 
Lauge wurden nicht weiter verfolgt, da es sich herausstellte, 
daB Behandlung des Zymogens mit NH, den gleichen Hemmungs- 
korper ergab und zwar mit besserer Ausbeute. 

In anderen Versuchen wurde mit starkerer Natronlauge 
behandelt; dieselbe war 0,14 normal, und da auf 10 ccm Zy- 
mogenlésung 1 ccm Lauge kam, war die Mischung beziiglich 
des Natronhydrats 0,013 normal. Die Zeit der Einwirkung der 
Lauge wurde so kurz wie 5 Min. bei 37° gewahlt. Dann wurde 
wie oben mit titrierter Séure neutralisiert und mit HCl be- 
handelt resp. mit entsprechender Salzmenge versetzt. In fol- 
gendem Versuch wird zugleich die mit dem urspriinglichen, 
(nicht mit NaOH behandeltem) nur mit Salz versetzten Zy- 
mogen erhaltene Gerinnungszeit angefiihrt: 


Lab ohne Zymogen 20!/2 Min. 
-- Zymogen mit Salz 12 > 
ahs » beh. mit NaOH 49 
+ > > » » und mit HCl 98 


Wie ersichtlich, enthielt das urspriingliche Zymogen freies 
Lab, was immer der Fall ist. Nach Behandeln mit NaOH 
hemmte dasselbe die Labwirkung; diese Hemmung wurde 
aber durch Behandlung wahrend 15 Min. mit HCl 
verstarkt. 

Die Zunahme der Hemmungswirkung wachst anfangs mit 
der Zeit der Einwirkung der Salzsaure: 


Lab ohne Zymogen 12 Min. 
-+- Zym. beh. mit NaOH 19 » 
+ » > >» » und mit HC] 5 Min. 34 » 
+ » ’ > ) > > » 10 » 351 /2 » 


eae i oe ge BE we. “ERS 
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In einem Versuch habe ich die Einwirkung von HCl bei 
37° und durch eine liangere Zeit verfolgt; dabei wurde zuniichst 
eine Steigerung der Hemmung und darauf eine Abnahme der- 
selben bis zum vollstiindigen Verschwinden beobachtet: 


Lab ohne Zymogen 151/2 Min. 
» -+ Zym. beh. mit NaOH. 20 
» + » » » » und mit HC] 15 Min. 44 
» + » » , > » » 80 » 41 
» t+ » » » 9 > » » 45 » 36 !/2 
» + » » , >» » 60 » 31 1/2 
» ft » » >» >» » » » FH » 24 
» + >» » > » »  » 105 » 21 
+ » » > > »  » >» 210 » 151/2 


Nach Aufkochen des mit 0,14 normalem Natronhydrat 
behandelten und neutralisierten Zymogens hielt sich dessen 
Hemmungsvermoégen in einem Falle unveriindert, in einem 
anderen war es etwas gesteigert. Ein mit Alkali und Saure 
behandeltes Zymogen ergab: 


Lab ohne Zymogen 131/2 Min. 
» mit nicht gekochtem Zym. 68 > 
» mit gekochtem Zym. keine Labung in 3 St. 


In einem Versuch habe ich das némliche Zymogen einer- 
seits mit Alkali (5 Min.) und dann mit Salzsaure (30 Min.) 
wie Oben behandelt, anderseits zuniichst mit Saure (30 Min.) 
und dann mit Natronlauge (5 Min.). 

Die Gerinnungszeiten waren in ersterem Falle: 

Lab ohne Zymogen 13!/2 Min. 


>» mit Zym. 56 
und in letzterem: 
Lab ohne Zymogen 211/2 Min. 
» mit Zym. 22 > 


In letzterem Falle war also praktisch kein Hemmungs- 
korper erzeugt und zugleich alles Lab zerlegt. 

Die Versuche tiber die Behandlung von Zymogen 
mit NaOH haben also ergeben, daB durch kurze Be- 
handlung mit NaOH in 0,00082—0,0017 normaler L6- 
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sung ein Hemmungskorper erzeugt wird, der durch HCl 
sehr leicht zerlegt wird; Lauge in 0,013 normaler 
Losung erzeugt einen HemmungskoOrper, dessen Wir- 
kung durch HCl zuni&chst gesteigert wird. 

Da Ammoniak wegen seiner schwicheren Dissoziation 
voraussichtlich nicht in dem gleichen Grade wie ein fixes 
Alkali auf den Hemmungskorper verindernd einwirkt, habe 
ich in meinen meisten Versuchen dasselbe in solcher Konzen- 
tration angewandt, dai die Mischung mit Zymogen in bezug 
auf NH, 0,017 normal war. Zundchst mdgen zwei Versuche 
angefiihrt werden, in welchen ich die Einwirkung von NH, mit 
der von NaOH verglichen habe. 

10 ccm Zymogen wurden einerseits mit 2 ccm 0,1-nor- 
malem NH, und anderseits mit 2 ccm (0,01-normaler NaOH 
10 Min. bei 37° behandelt und mit 2 ccm titrierter H,SO, neu- 
tralisiert. Dann wurden Teile von beiden Proben einerseits 
mit HCl (5 cem + '/2 ccm 1°/oige HCl) 15 Min. bei Zimmer- 
temperatur behandelt und neutralisiert, anderseits mit der 
entsprechenden Menge Salz versetzt. Dann wurde wie ge- 
wOhnlich mit Lab gepriift. 


1 ccm Lab + 2 ccm H,O 13!/2 Min. 
{ » » +2 » Zym. beh. mit NH, 421)9 

1 +2 » » » »  » undmit HCl 1 » 

1 +2 > » » » NaOH » » » 28 . 
| a o 2 » » » » » » » » 1 > 


In dem anderen Versuche waren die Volumina und das 
Verfahren die gleichen wie im ersten Versuche. Nur waren 
die angewandten Lésungen von NH, und NaOH beide 0,1-nor- 
male. Die Resultate waren: 


Lab ohne Zymogen 12 Min. 
+. Zym. beh. mit NH, 1534/2 » 
+ » >»  %  » und mit HCl 1/2» 
+ » » » NaOH » ») » 69 » 


Die Hemmung nach Behandlung mit NH, war im ersten 
Versuche bedeutend, im zweiten geringer, verschwand aber 
beim Behandeln mit HCl in beiden Fiillen. Die Verschiedenheit 
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zwischen dem mit NH, und dem mit NaOH erzeugten Hem- 
mungskorper geht aus dem letzten Versuche hervor, wo NH, 
und NaOH in der gleichen molekularen Konzentration ange- 
wandt wurden. Der mit NaOH erhaltene Hemmungskoérper 
wurde nur gering durch HCl beeinfluft. 

Im folgenden Versuch habe ich die Konzentration der 
NH,-Losung sowie die Zeit der Einwirkung variiert. Auf 10 ecm 
Zymogenlosung kamen 2 cem NH,-Losung. Die Konzentration 
des Ammoniaks in der Mischung mit Zymogen sowie die Zeit 
der Einwirkung werden unten angegeben. 


Lab ohne Zymogen 13 Min. 

NH, 0,004-normal, 5 Min. bei 37° 251/2 
. 10 » 31 
. 15 » 33 
NH, 0,008-normal, 5 31 
; 10 » 35 

» 15 » 39 1/2 

NH, 0,017-normal, 10 > 50 1/2 

15 , D01/2 


Die erzeugte Hemmung steigt also bis zu einer gewissen 
Grenze mit der Konzentration des Ammoniaks und mit der 
Zeit der Einwirkung. 

Bei allen folgenden Versuchen habe ich auf 10 ccm Zy- 
mogen 2 ccm Q,1-norm. NH, angewandt, was einer 0,017- 
normalen NH,-Lésung entspricht, und 10—30 Min. auf 57° erhitzt. 

Alle Versuche mit NH, und frisch bereitetem 
Zymogen haben eindeutig eine hemmende Substanz 
ergeben, obwohl etwas verschieden stark hemmend 
mit verschiedenen Zymogenen. Zugleich stellte sich 
heraus, daf der Hemmungskorper konstant sehr leicht 
durch HCl zerstért wurde, indem die hemmende Zymogen- 
lésung beim Behandeln mit HCl labungserregend wurde. Nur 
einige Versuche kinnen hier angeftihrt werden: 

Zym. |. Zym. Il. 


Lab ohne Zymogen 13 Min. 11 Min. 
+ Zym. beh. mit NH, 24 =» 27 > 


und mit HCl] 2! 2 , DQly 
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In folgendem Versuch wurde zundchst gezeigt, daf® das 
Zymogen vor der Behandlung mit NH, wirksames Lab enthielt, 
indem dasselbe die Wirkung von Lab verstarkte: 
Lab ohne Zymogen 16 Min. 
» mit Zymogen 41)» 
Nach darauffolgender Behandlung mit NH, resp. NH, und 
HCl wurde erhalten: 


Lab ohne Zymogen 21 Min. 
-+- Zymogen behandelt mit NH, 40 » 
“f. , » >» » und mit HCl ‘ie 2 


Wenn das Zymogen vor der Behandlung mit NH, im Eis- 
schrank aufbewahrt wird, scheint keine wesentliche Anderung 
des daraus herstellbaren HemmungskoOrpers vor sich zu gehen. 
Folgender Versuch ergibt die durch Behandlung mit NH, ver- 
schiedene Tage nach dem Filtrieren des Zymogens von der 
Schleimhaut erhaltenen Gerinnungszeiten : 


0 Tag 1 Tag 2 Tage 6 Tage 

Lab ohne Zymogen 15 Min. 15 Min. 14 Min. 14 Min. 
mit . A 39 » 38 > 36» 4S 
9 , B 30 » 27» 25» 26 


Auch nach langem Dialysieren des Zymogens 
wird mit NH, Hemmungskorper erzeugt. Nach dtagigem 
Dialysieren gegen destilliertes Wasser ergab sich: 


1 eem Lab +- 2 ccm H,O 11 Min. 
1 » -+ 2 » Zym. beh. mit NH, 48 » 
1 » >» +2 » » » » » und mit HCl 2 » 


Auch halt sich der mit NH, aus dem Zymogen erhaltene 
Hemmungskorper anscheinend mit unveriinderten Eigenschaften 
langere Zeit im Eisschrank. So ergab ein Préparat, das nach 
der Behandlung mit NH, und Neutralisieren 3 Wochen aut- 
bewahrt worden war, folgende Gerinnungszeiten : 


Lab ohne Hemmungskorper 18 Min. 
» mit Hemmungskorper 50» 
; ; behandelt mit HCl 1 » 


Nach Erwiirmen dieses Hemmungskorpers, 1 Stunde auf 
37°, war dessen Hemmungsvermégen dasselbe wie vor dem 
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Erhitzen. Mit diesem Hemmungskoérper wurde der EinfluB dés 

Aufbewahrens bei 37° auf eine Mischung von Lab und Hem- 

mungsk6rper untersucht. Eine Mischung von 10 cem Lab und 

20 ccm HemmungskOrper wurde bei 37° gehalten, und zu ver- 

schiedenen Zeiten wurde mit 3 ccm derselben die Gerinnungszeit 

von 10 cem Milch bestimmt. Kontrolle ohne Hemmungskorper. 
Ohne Hemmungskérper 10 = Min. 


Sofort nach dem Mischen 17 » 
Nach 5 Min. bei 37° 30!/2 >» 
10 >» , . 32} 2 
15 _ > 33 
20» >  » 33 
» 25 » » 33 


In einem anderen Versuch wurden zwei gleiche Mischungen 
von Lab und Hemmungskorper bei verschiedenen Temperaturen 
gehalten — die eine bei 18° und die andere bei 37° — und 
nach verschiedenen Zeiten mit gleichen Volumen von beiden 
die Gerinnungszeiten bei 37° genommen: 


18° a7° 
5 Min. nach dem Mischen 17 = Min. 25 Min. 
10» » » ! 20!/2 » 28 
15 > » 221 / : 29) » 
20.» 24 , 281/29 
25» . , 25 , 29 
30 >» - . PAS) » 29 » 


Mit dem gleichen Hemmungskorper wurde gepriift, ob die 
Menge des anwesenden Wassers auf die Menge des durch den 
Hemmungskorper neutralisierten Labs irgend welchen EinfluB 
austibt. Zu dem Zwecke wurden folgende Mischungen her- 


gestellt : 

1 ccm Lab +- 1 ccm Hemmungskoérper +- 2 ccm H,O A 
ae , eh >» 4 B 
1 » » +1 » ohne C 
1 >» » +83 » H,O 1) 


Die Mischungen wurden 45 Minuten bei 37° gehalten, 
da voraussichtlich wahrend dieser Zeit die durch den Hem- 
mungskorper neutralisierte Labmenge einen konstanten Betrag 
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erreichen wurde. Dann wurden alle Mischungen durch Zugabe 
von Wasser zu B und C auf dasselbe Volumen (4 ccm) ge- 
bracht und darauf sofort 10 ccm Milch zugefiigt. Die Ge- 
rinnungszeiten waren: 

Mit D (ohne Hemmungskorper) 15 ~~ Min. 


» A» > 30 » 
B ? » 30 » 
. » » 30! [9 » 


Wie aus den eben dargelegten Versuchen ersichtlich, 
ist die Wirkung des mit NH, erhaltenen Hemmungs- 
koOrpers bis zu einer gewissen Grenze grOfer, eine 
je langere Zeit die Mischung von Lab und Hemmungs- 
kOrper vor dem Zusatz der Milch aufbewahrt wird und 
bei je héherer Temperatur. Ferner ist die waihrend 
dieses Aufbewahrens anwesende Menge von Wasser 
fiir die Menge des schlieBlich neutralisierten Labs 
ohne Belang. In den genannten Beziehungen stimmt 
also der HemmungskoOrper mit dem von-mir vorher 
untersuchten Hemmungskorper des normalen Serums 
vOllig tiberein.') Auch mit Rucksicht darauf, dab 
beide durch HCI leicht ihr Hemmungsvermogen ver- 
lieren, ist Ubereinstimmung vorhanden. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, dafi die 
mit NH, erzeugte hemmende LOsung durch die Einwirkung 
von HC] sein Hemmungsvermégen einbii{t und nunmehr wirk- 
sames Lab enthilt. Wenn man aber die Menge des aus dem 
Zymogen herstellbaren Labs vor und nach dessen Erhitzen 
mit NH, vergleicht, so ergibt sich, daB nach der Behandlung 
mit NH, weniger Lab erhalten wird, als vor derselben. 

Dasselbe Zymogen wurde einerseits mit NH, 30 Minuten 
bei 37° behandelt (A), anderseits mit der entsprechenden 
Menge Am,SO, versetzt (B). Mit diesen Lésungen wurden 
folgende Gerinnungszeiten erhalten: 


Lab -+ 2 ccm H,O 18 Min. 
+2 >» A 38 > 
+2 » B 6 » 


') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 102, 1909. 
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Dann wurden A und B in der gleichen Weise mit HCl 
3 Stunden bei Zimmertemperatur behandelt. Mit 1 ccm der 
Losungen in der Verdiinnung 1:20 H,O ergab sich: 
Mit A 14 Min. 
» B 81/2 
Folgender Versuch beweist, da parallel mit der Zu- 
nahme des Hemmungsvermégens unter der Behandlung mit 
NH, die aus dem Zymogen herstellbare Labmenge abnimmt. 
Die Hemmung nach verschiedenen Zeiten mit NH, geht aus 


folgender Tabelle hervor: 
Gerinnungszeit 


Lab +- 2 ccm H,O 13 Min. 
» --2 » Zymogen behandelt m. NH, 10 Min. 38 ; 
» +2 » » » » » 20 » 46 
+2 » > » > » 80 » 48 
+2 » > » 40 48/2 
+2 > , » » » 50 >» 49 
+2 » > » » 60 » 4.91/5 


Nach 4 Stunden mit HCl bei Zimmertemperatur wurden 
mit 1 cem der Lésungen in der Verdiinnung 1 : 50 H,O folgende 
Gerinnungszeiten erhalten: 

Ohne Behandlung mit NH, 11!/2 Min. 


Nach 10 Min. » » 15'/2 » 
» 20 » » » 19/2 » 
> SO» » » 21 > 
» 40» > » 24 
» 5O » > » 25 , 
» 60 » » » Q71/o » 


Aus dem bereits mit HCl behandelten Zymogen 
oder dem fertigen Lab 1l4Bt sich mit NH, kein Hem- 
mungskoérper herstellen. Beim Behandeln von Lab mit NH, 
wird, wenn die Lablésung verdiinnt ist, alles Lab zerlegt; ist 
die Lablésung konzentriert, so kann es eintreffen, da ein Teil 
des Labs der Einwirkung von NH, hartnackigen Widerstand 
leistet. Konzentriertes Zymogen wurde mit HCl (10 ccm -~-- 
2 cem 1° /oige HCl) eine Nacht im Eisschrank behandelt. 
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Darauf wurde neutralisiert und mit NH, (10 ccm + 2 cem 
O,i-rorm. NH,) angegebene Zeiten bei 37° behandelt und 
neutralisiert. Bei der gewodhnlichen Priifung mit Lab er- 


gab sich: 


Lab + 2 ccm H,O 15 Min. 
+ 2 » Zymogen beh. !/2 Std. mit NH, 41/2 » 
+2 » » 1 ; » . 5l/2 > 
+2 » » 13/1 » » — » 51/2 


Irgend welche Hemmungssubstanz habe ich aber dabei 
nicht erhalten. Dagegen kann es eintreffen, da8 verdiinntes 
und mit NH, behandeltes Lab unter erneutem Kinflu8 von HC] 
eine hemmende Substanz entstehen laft, welche offenbar mit dem 
oben beschriebenen siéurelabilen Hemmungskorper nichts zu tun 
hat. Méglicherweise ist dieselbe mit dem unter dem Einflu8 von 
relativ starker Natronlauge erzeugten, gegen HCl relativ bestin- 
digen Hemmungsk6rper verwandt oder identisch (S. 192 u. 193). 

Nach dem eben Gesagten wird bei der Bildung von Hem- 
mungsk6rper unter der Einwirkung von NH, auf das Lab- 
zymogen Lab zerstort. Auf der anderen Hand wird bei der 
gleichen Behandlung von fertigem, mit HCl aus dem Zymogen 
hergestellten Lab kein Hemmungskorper erzeugt, obwohl da- 
bei das Lab reichlich zerlegt wird. Bei dem Entstehen von 
Lab aus dem Zymogen unter dem Einflu®{ von Salzséure wird 
demnach entweder der Hemmungskorper oder mdOglicherweise 
irgend welche Muttersubstanz desselben zerlegt. Parallel mit 
der ZerstOrung von Lab im Zymogen entsteht also 
freier Hemmungskorper und parallel mit der Zerle- 
gung von Hemmungskorper wird freies Lab erzeugt. 
Diese Ergebnisse werden am einfachsten in der Weise 
erklirt, daB das Zymogen lediglich eine Verbindung 
ist zwischen Lab und dem mit HCl zerlegbaren Hem- 
mungskorper. In der neutralen Infusion der Schleimhaut ist 
ein geringer Uberschu8 von Lab vorhanden. Mit NH, kann 
dieses Lab sowie ein Teil des gebundenen zerlegt werden, 
und die resultierende Lésung wirkt deshalb nach Neutralisieren 
hemmend auf freies Lab. Mit HCl wird der so erzeugte Hem- 
mungskérper sowie ein Teil oder vielleicht alles von dem am 
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Lab gebundenen zerlegt und folglich wirkt die mit HCl be- 
handelte Lésung nach Neutralisieren wieder labungserregend. 
Wird ein bereits mit NH, behandeltes Zymogen mit einer 
solechen Menge fertigen Labs versetzt, dai dieselbe wieder eben 
labungserregend wirkt, so erwirbt dasselbe bei erneuerter Be- 
handlung mit NH, noch einmal hemmende Eigenschaften, allem 
Anschein nach in dem gleichen Grade wie vorher. In einem 
Versuche tiber diesen Gegenstand hemmte das einmal mit 
NH, behandelte Zymogen wie folgt: 
Lab +- 2 ccm H,O 6 Min. 
» + 2 » Zymogen 2231/2» 
Mit diesem Zymogen wurden folgende Mischungen her- 
cestellt : 
17 ccm Zymogen + 5 com H,O ....A 
17 » » +5 » Lab ....B 
Wie zu erwarten war, ergab die Mischung A Hemmung, 
wahrend B freies Lab enthielt: 


Lab -+- 2 ccm H,O 131/2 Min. 
» — 2 » A 39 » 
» +2 » B 9 


i 
Nach abermaligem Behandeln mit NH, hemmten beide 


Mischungen praktisch gleich stark: 


Lab -++ 2 ccm H,O 1313/2 Min. 
» — 2 » A 41 
» +2 >» B 45 


In einem anderen Versuche wurde das ammoniakbe- 
handelte Zymogen folgendermaBben mit Lab versetzt: 


30 com Zym. -+- 15 cem verdiinntes Lab. .......A 
30» » + 7,5 » 2 » -+ 7,5 cem H,O B 
30 > » + B& > » +e + « £ 


Nach 2 Stunden bei 37° wurden mit 2 ccm der Mischungen 
folgende Gerinnungszeiten erhalten: 


Mit A 11/2 Min. 
» B 22 > 
» C 28 > 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXII. 14 
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Nach Behandlung mit NH, und Neutralisieren hemmten 
die Mischungen wie folgt: 


Lab + 2 cem H,O 16 Min. 
» +2 > A 51 > 
» +2 » B 48» 

» +2 » C 4913/2 » 


In diesen Fallen war also die Hemmung nach der zweiten 
NH,-Behandlung die gleiche unabhingig von der Menge des 
zugesetzten Labs. 

Wenn zu dem urspriinglichen Zymogen geringe Mengen 
Lab zugegeben werden, habe ich auch die bei der NH,-Behand- 
lung gebildete Menge Hemmungskorper von der vorhandenen 
Labmenge unabhingig gefunden. In einem Falle wurden Mi- 
schungen bereitet wie folgt: 

15 ccm Zymogen +- 40 ccm H,O + 5ccm Lab. ..A 
15 » > +40» » +5 » HO... .B 


Ein Teil von A wurde 30 Minuten auf 37° erwarmt: 
darauf wurden die drei LOsungen wie gewohnlich mit NH, be- 
handelt. Dann ergaben sich folgende Gerinnungszeiten: 

Lab + 2 ccm H,O 151/2 Min. 
+- 2 » A erwirmt auf 37° 42 » 
+2 » Anicht erwarmt 43 > 

» +2 » B 4431/2 » 


Anders stellt sich aber die Sache, wenn dem urspriing- 
lichen Zymogen Labmengen zugesetzt werden, welche der 
im Zymogen selbst vorhandenen Menge von Lab gleich- 
kommen oder sie tibertreffen. 

Um solche Fille zu priifen, habe ich konzentriertes Zy- 
mogen mit konzentriertem Lab versetzt, das aus demselben 
Zymogen mit HCl erhalten war. In einem Versuche wurde 
folgendermafen verfahren: 5 ccm Zymogen -+- 15 ccm kon- 
zentriertes Lab wurden zunichst 30 Minuten bei 37° gehalten 
und dann 1 Stunde wie oben mit NH, behandelt und neutra- 
lisiert (A). Eine gleiche Mischung wurde sofort nach dem 
Herstellen mit NH, behandelt und neutralisiert (B). Eine 
Mischung von 5 eem Zymogen ~+- 15 ccm H,O wurden sofort 
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mit NH, behandelt und neutralisiert (C). Dann wurde mit Lab 
folgende Gerinnungszeiten erhalten: 


1 ccm Lab + 2 ccm H,O 131/2 Min. 
1 >» » +2 >» A 13'/2 » 
. > » +2 >» B 22 » 
1 >» » + 2 » C. 33!/2 » 


In einem anderen Versuche mit anderem Zymogen konnte 
der gleiche Einflu{ der Enzymmenge nachgewiesen werden. 
Die Lésungen waren wie die entsprechenden Lésungen des 
vorangehenden Versuches erhalten: 


1 ccm Lab + 2 ccm H,O 15 = Min. 
1» » +2 » B 26 . 
1 » » +2» C 35412 » 


In diesen zwei Versuchen zeigt also das Hemmungsver- 
mégen eine ausgesprochene Abhingigkeit von der Menge vor- 
handenen Labs. Das mit Lab versetzte Zymogen ergab bei 
der Behandlung mit NH, eine geringere Hemmung als das nur 
mit Wasser verdiinnte Zymogen, und zwar wurde in dem ersten 
Versuche nach Erwarmen der Lab-Zymogen-Mischung (A) noch 
weniger Hemmung (iiberhaupt keine) erhalten als ohne An- 
warmen (B). 

Als allgemeines Resultat der Versuche, bei wel- 
chen dem Zymogen vor der Behandlung mit Ammoniak 
Lab zugesetzt wurde, ergibt sich also, dab eine ge- 
ringe Labmenge keinen ausgesprochenen Einflu8B auf 
die bei der NH,-Behandlung gebildete Menge Hem- 
mungskoérper ausiibt, wohl aber kommt ein solcher 
EinfluB nach Zugeben von gréferen Labmengen zu- 
stande, und zwar wird in solchen Fallen um so weniger 
Hemmungskorper erhalten, je mehr Lab vorhanden 
ist. Dies héngt vielleicht mit der oben erwahnten Tatsache 
zusammen, daf in einer verdiinnten Lablésung alles Lab durch 
Ammoniak leicht zerlegt wird, wahrend in einer konzentrierten 
Lablisung ein Teil des Labs der Einwirkung von Ammoniak 
hartnickig widersteht. Man kann sich wohl denken, da8 in 
einer konzentrierten Lablisung irgend welche Substanz (z. B. 
Kiweif8) in solehen Mengen vorhanden ist, da dieselbe einen 
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Teil des Labs vor Einwirkung schiitzen kann. Anderseits liegt 
nach dem oben Gesagten das Freiwerden von Hemmungs- 
korper an Zerstérung von Lab. Man kann sich auch denken, 
dafi der vorhandene Hemmungskorper von einer gr6Beren Lab- 
menge — besonders beim Erwiirmen der Mischung — mehr 
bindet als von einer geringeren. Bei der darauf folgenden Be- 
handlung mit NH, wird deshalb das Lab in der Probe mit 
der groBeren Labmenge nicht in dem gleichen Umfange zer- 
legt wie in der mit geringerer Labmenge, und folglich wird 
im ersteren Falle weniger Hemmungskorper frei als im letz- 
teren. Nach dieser Betrachtungsweise schiitzt also der im 
Zymogen vorhandene Hemmungskorper bis zu einem gewissen 
Grade das Lab gegen die zerst6rende Einwirkung von Am- 
moniak. 

In der Weise diirfte wohl auch die Tatsache zu deuten 
sein, dafi bereits fertiges, durch Behandlung von Zymogen mit 
HC] und Neutralisieren erhaltenes Lab der Einwirkung von 
Ammoniak leichter unterliegt als das Lab in dem entsprechenden 
Zymogen. Dafi dem so ist, geht aus folgendem Versuch 
hervor. 

Zymogen wurde einerseits mit HCl (10 ccm Zymogen 
-!- 2 cem 1°/oige HCl) eine Nacht im Eisschrank aktiviert und 
neutralisiert (A), anderseits mit der entsprechenden Menge 
Salz versetzt (B). Dann wurden beide Lésungen in der Ver- 
diinnung 1:10 H,O mit NH, (10 ecm -+ 2 ccm 0,1-n-NH,) 
1 Stunde bei 37° behandelt und mit titrierter Saéure neutra- 
lisiert. Darauf wurden Proben von beiden mit HCl 2 Stunden 
bei Zimmertemperatur behandelt und neutralisiert. Andere 
Proben wurden mit dem entsprechenden Volumen Salzlésung 
versetzt. Die Priifung geschah mit gewodhnlichem Lab: 


Lab +- 2 cem H,O 16 Min. 
+2 » Lab (A) behandelt mit NH, 10» 
+2 » » > » » und mit HCl 1112 >» 
+2 » Zym.(B) » » > 38 > 
+2 » > > » » undmitHCl 2 » 


Obwohl also das Lab (A), wie immer, viel mehr aktives 
Enzym enthielt als das entsprechende Zymogen (B), ergab 
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dasselbe nach der Behandlung mit NH, und mit HCl eine viel 
schwachere Labwirkung als das in gleicher Weise behandelte 
Zymogen. Der Hemmungskorper schiitzt offenbar bis zu einem 
gewissen Grade das Lab gegen den zerstOrenden EinfluB des 
Ammoniaks. Diese Ergebnisse stehen mit einer Angabe von 
Langley in vollkommenem Einklang, der zufolge das Zymogen 
der Einwirkung von Alkalien besser widersteht als bereits 
fertiges Lab.!) 


Das Labzymogen verglichen mit einer Mischung von 
fertigem Lab mit Serum. 


Von dem bereits Angefiihrten stiitzt alles die Ansicht, 
daB das sogenannte Labzymogen lediglich eine Verbindung ist 
zwischen Lab und einer hemmenden Substanz, und bisher ist 
nichts gefunden, das mit dieser Ansicht nicht in Einklang zu 
bringen wire. Wird das Zymogen mit HCl behandelt, so wird 
der Hemmungskorper zum Teil oder vollstiindig zerlegt und 
die Labwirkung wird verstarkt; wird das Zymogen mit schwachem 
Ammoniak behandelt, wird das Lab zum Teil zerstért, und 
ein Teil des Hemmungskorpers wird folglich aktiviert. 

Es wiirde deshalb von Interesse sein, zu erfahren, ob 
die Verbindung zwischen Lab und dessen Hemmungskorper 
im Serum wie das Zymogen sich verhilt. Um dieser Frage 
niiher zu treten, habe ich sehr konzentriertes Lab mit neu- 
tralisiertem, verdiinntem und darauf dialysiertem Serum ver- 
mischt und zwar in solehen Mengen, dai die Mischung auch 
nach Jangem Erhitzen auf 37° eine schwache Labwirkung 
zeigte und also von vornherein in dieser Beziehung wie das 
Zymogen sich verhielt. 

In einem Versuche mit Ochsenserum wurde die Mischung 
3 Stunden bei 37° gehalten. Dann wurde ein Teil davon mit 
NH, (10 -+ 2 ccm 0,1-n-NH,) 1/2 Stunde bei 37° behandelt 
und neutralisiert, ein anderer Teil wurde mit der entsprechenden 
Menge Am,SO,-Lésung versetzt. Proben von beiden Lisungen 


') Journ. of Physiol., Bd. Ill, S. 269, 1881. 
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wurden dann einerseits mit HCl !/2 Stunde bei Zimmertemperatur 
behandelt und neutralisiert, anderseits mit der entsprechenden 
Menge NaCl-Losung versetzt. Dann wurde mit der gleichen 
Labmenge wie gewodhnlich geprift, ob mit den so _ erhal- 
tenen 4 Losungen Labwirkung oder Hemmungswirkung zu er- 


zielen war: 


1 com Lab + 2 ccm H,O 16!/2 Min. 
1 » » +2 » Mischungnichtbehandelt mitNH, 7!/2 » 
1. , as ' ; ; « * 

aber mit HCl 11/s 
1 »  » -+2 » Mischungbeh. mit NH, 62 ? 
. « > aa 9 » > >» » » undmitHCl15 


Die Mischung enthielt also zu Anfang des Versuches 
freies Lab, das mit HCl an Menge zunahm: mit NH, erwarb 
die Mischung hemmende Eigenschaften, welche mit HCl ver- 
schwanden. Die gleichen Resultate, wenn auch die Hemmung 
weniger ausgesprochen war, habe ich in anderen Versuchen 
mit Ochsenserum bekommen, wie z. B. aus folgenden Ziffern 


zu ersehen ist: 


1 cem Lab +- 2 ccm H,O 16 Min. 
1 >» » -+ 2 » MischungnichtbehandeltmitNH, 8!/2 » 
f » » +2 » : > > » 

aber mit HCl 1 > 
I + 2 » Mischungbeh.mit NH, 22 > 
1 » » +2 » » >» » » undmitHCl12 > 


Zugleich ist zu ersehen, dafi mit HCl in beiden Fallen — 
mit und ohne vorangegangene Behandlung mit NH, — Lab 
frei wird, dafS aber die ganze Labmenge nach Behandlung 
mit NH, geringer ist, als wenn keine Behandlung mit NH, voran- 
gegangen ist. Bei der Behandlung mit NH, wird also ein Teil 
des Labs zerstért, und eben an dieser Zerst6rung von Lab liegt 
das Freiwerden des Hemmungskorpers ganz wie beim Zymogen. 

Andere Versuche wurden mit neutralisiertem und dialy- 
siertem Pferdeserum angestellt. Eine Mischung von Kalbslab 
und Pferdeserum wurde 1 Stunde bei 37° gehalten. Dann wurde 
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wie in den Versuchen mit Ochsenserum verfahren. Die Re- 
sultate waren: 


{ cem Lab + 2 ccm H,O 171/2 Min. 
{ » » -++2 » Mischungnichtbehandelt mitNH, 51/2 » 
| ) » - 2 » » » » > > 

aber mit HCl 2 > 
1 »  » -+2 » Mischungbeh. mit NH, 41 > 
1 » « +2 » > >» » » undmitHCli1 > 


Die Ergebnisse sind also die gleichen wie mit dem Ochsen- 
serum und mit dem Kalbszymogen. Aus der Lab-Serum-Ver- 
bindung wird mit HCl Lab frei und mit NH, Hemmungskorper ; 
im ersteren Falle wird Hemmungskorper zerstort, im letzteren Lab. 

Die aus der Lab-Serum-Mischung durch NH, freiwerdende 
Menge von Hemmungskorper ist ferner von der Menge des 
zugesetzten Labs abhingig, sowie auch von der Zeit, wiihrend 
welcher dasselbe auf den Hemmungskorper vor der Behandlung 
mit NH, einwirkt. Folgender Versuch beleuchtet das eben Ge- 
sagte. Mischungen wurden wie folgt hergestellt: 

15 ccm Pferdeserum +- 15 cem Lab + 5 ccm H,O A 
15» > + 20 » » +5 » B 

A und B wurden 1 Stunde auf 37° erwirmt; eine dritte 
Mischung B,, welche die gleichen Bestandteile wie B enthielt, 
wurde nicht erwirmt, sondern sofort nach dem Herstellen weiter 
behandelt. Proben von den drei Mischungen wurden wie ge- 
wohnlich mit NH, behandelt und neutralisiert resp. mit der 
entsprechenden Menge von Am,SO,-Lésung versetzt. Dann 
wurde wie gewOohnlich mit Lab gepriift. 


Lab + 2 cem H,O 13. Min. 
+2 » von A nicht beh. mit NH, 134/2 » 
+2 » » » beh. mit NH, 120 » 
+2 » vonB nicht beh. mit NH, 3 » 
+2 » » » beh. mit NH, 27 » 


+2 » von B, beh. mit NH, keine Labung in 3 Stunden. 

Es wurde also bei der Behandlung mit NH, um so mehr 
Hemmungskorper frei, je weniger Lab am Anfang zugegen war. 
Auch wurde nach einer Stunde Erhitzen der Lab-Serum-Mischung 
auf 37° bei darauf folgender Behandlung mit NH, weniger Lab 
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frei, als wenn die Behandlung mit NH, sofort nach dem Her- 
stellen der Mischung vorgenommen wurde. Dieselben Resultate 
sind dem folgenden Versuch zu entnehmen: Mischungen wurden 
wie folgt hergestellt: 

10 ccm verd. Serum + 10 ccm Lablosung A 

10 » , » +10 » 4H,O B 

A wurde 30 Minuten bei 37° gehalten, dann mit NH, 
wie gewOohnlich 30 Minuten bei 37° behandelt und neutralisiert. 
Eine andere Mischung A, wurde ganz wie A bereitet, aber 
sofort nach dem Herstellen in der gleichen Weise wie A mit 
NH, behandelt. BK wurde auch mit NH, behandelt und neu- 
tralisiert, wahrend eine andere Mischung B,, welche wie B 
hergestellt wurde, ohne Behandlung mit NH, zu der entsprechenden 
Menge (NH,),SO,-Lésung gesetzt wurde. Bei darauf folgender 
Priifung der Lésungen mit der gleichen Menge Lab ergab sich: 


1 ccm Lab + 2 ccm H,O 6!/2 Min. 
3s » +1 > A 81/2» 
1 » +1 » A, 141/2 » 
ia « 2a 2 @ 80> 
1 +-1 » B, keine Labung in 3 _ Std. 


Vor der Behandlung mit NH, enthielten sowohl A wie A, 
wirksames Lab, da 2 ccm von A eine Gerinnungszeit von 
7 Minuten ergaben. Nach der Behandlung mit NH, wurden 
Proben von siimtlichen Mischungen mit HCl (10 cem -+ 2 ccm 
1°/oige HC!) 2 Stunden bei Zimmertemperatur behandelt. Dann 
wurde wie gewohnlich mit Lab gepriift: 

Lab + 2 ccm H,O 13 Min. 
+2 » A 138 » 
+2 » A, 138 » 
+2 » B 11'/2 » 
+2 » B, 11/2 » 

Die in den Mischungen vorhandenen Hemmungskorper 
waren folglich alle durch HCl zerlegbar; die Mischungen B 
und B,, welchen kein Lab zugegeben worden war, ergaben 
sogar eine kiirzere Gerinnungszeit als das Lab allein, was ich 
bereits vorher gefunden habe.?) 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 91, 1909. 
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Aufer den bereits hervorgehobenen Resultaten ist aus 
dem letzten Versuche folgendes hervorzuheben : 

Die Gerinnungszeiten (erste Tabelle) mit Lab und B (am- 
moniakbehandeltem Serum) verglichen mit der mit Lab und 
3, (demselben Serum, nicht behandelt mit NH,) zeigt, daB der 
Hemmungskoérper im Serum durch Ammoniak etwas 
ceschidigt wird. Aus den Gerinnungszeiten mit A_ ver- 
glichen mit der mit B, ist ferner zu ersehen, dafi nach dem 
Erwarmen von Serum mit Lab (A) nur ein geringer Teil 
des Hemmungskorpers durch Ammoniak aktiviert 
werden kann. Schlieflich ist aus der zweiten Tabelle zu 
folgern, da®B bei der Ammoniakbehandlung der Mischungen A 
und A, alles in denselben vorhandene Lab zerstért wurde. 

Die zwei letzten Versuche zeigen zugleich, dai aus einer 
Lab-Serum-Mischung mit NH, um so mehr Hemmungskorper 
freigemacht werden kann, je weniger Lab am Anfang zugegen 
war und eine je kiirzere Zeit dasselbe auf den Hemmungs- 
kérper vor dem Zugeben von NH, einwirkte. Anderseits ist 
aus meinen bereits vorher publizierten Untersuchungen tber 
die Hemmung der Labwirkung zu ersehen, dafi die Verbindung 
zwischen Lab und Hemmungskoérper bis zu einer gewissen 
Grenze in ausgiebiger Weise erfolgt, eine je langere Zeit die 
reagierenden Substanzen miteinander in Bertihrung gelassen 
werden.!) Die Verbindung gewinnt offenbar mit der Zeit an 
Festigkeit. Nach den obigen Versuchen nimmt die Festigkeit 
auch mit der Labmenge zu, indem mit zunehmender Labmenge 
weniger Hemmungskorper durch NH, freigesetzt werden kann. 
Wenn dem so ist, so mu8 man auch erwarten, daf die Menge 
von Hemmungskérper von Bedeutung sein muf fiir die durch 
HCl aus einer Verbindung Lab-Hemmungskorper freiwerdende 
Menge von Lab. Bei friiheren Versuchen iiber diesen Gegen- 
stand habe ich aus der Verbindung von Lab mit dem Hemmungs- 
korper im Serum durch Behandlung mit HCl] nur einen Teil 
des Labs wieder in wirksamer Form erhalten kénnen, obwohl 
der freie Hemmungskérper durch HCl in der gleichen Menge 
vollkommen vernichtet werden konnte.!) Das Lab  schiitzat 


) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 89 u. 95, 1909. 
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offenbar den Hemmungsk6rper zum Teil gegen die Einwirkung 
der Saure. Und wie eben angedeutet wurde, laBt sich er- 
warten, daf das Lab um so mehr Hemmungskorper schiitzt, 
je mehr von dem letzteren vorhanden ist, oder dafi die mit 
HC] aktivierte Labmenge mit der Menge von Hemmungskorper 
abnimmt. DaB dies der Wirklichkeit entspricht, geht aus folgen- 
dem Versuch hervor. 

Mischungen von Lab und neutralem Pferdeserum wurden 


bereitet wie folgt: 


15 ccm Lab + 10 ccm H,O A 
15» » + 25 » Serum -+ 7,5 ccm H,O B 
15» » + 9 » + 5 » » C 
15 > ’ ~{- 10 % » D 


Die Mischungen wurden 1!/2 Stunden auf 37° erhitzt und 
dann 3 Stunden mit HCl wie oben bei Zimmertemperatur ge- 
halten und neutralisiert. Darauf wurde die Labmenge mit je 
1 ccm bestimmt. Es wurde erhalten 


mit A 10 + Min. 
B 1414/2 » 
¥ 1641/2 » 
D 18 > 


Eine Probe, welche wie D bereitet war, wurde nicht 
auf 37° erhitzt, sondern sofort mit HCl behandelt; dieselbe 
ergab: 15 Minuten. 

In einer Mischung von 10 cem der Serumliésung +- 15 cem 
H,O wurde mit HCl in 3 Stunden bei Zimmertemperatur aller 
Hemmungskorper zerlegt : 

Lab -+ 2 ccm H,O 211/2 Min. 
» -+ 2  » Mischung 18!/2 » 

Wie ich vorher immer gefunden habe, ergab die Probe 
mit Serum sogar eine kiirzere Gerinnungszeit als die Kontroll- 
probe ohne Serum,!) was wahrscheinlich an dem Vorhanden- 
sein einer geringen Labmenge im Serum liegt. Die Ziffern des 
angefiihrten Versuches bestétigen das oben Gesagte auch in- 
sofern, daf nach Erhitzen einer Labserummischung auf 37° 





') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 91, 1909. 
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bei darauffolgender Behandlung mit HCl weniger Lab frei wird, 
als ohne Erhitzen. 

Eine Mischung von Lab -++ Serum verhiilt sich also in- 
sofern wie das Zymogen, als aus beiden mit HCI Lab frei wird 
und mit NH, Hemmungskorper. Auch die Abhiingigkeit der 
mit NH, freiwerdenden Menge Hemmungskorper von der Menge 
vorhandenen Labs ist in beiden Fiillen die gleiche. Nehmen 
wir an, daf auch das Zymogen aus Lab und Hemmungskorper 
cebildet ist, so mufi die Menge von Lab sehr grof sein, und 
es kann folglich nicht wundernehmen, daB von dem Hem- 
mungsk6rper nur sehr wenig in wirksamer Form wieder er- 
halten werden konnte. 

In einer Mischung von Lab und Serum konnte nach der 
Behandlung mit HCl ein Teil des dabei auBer Wirkung ge- 
setzten Hemmungskorpers beim Aufbewahren der neutralisierten 
LOsung wieder in wirksamer Form auftreten.!) Beim Zymogen 
habe ich eine derartige Erholung des Hemmungskorpers noch 
nicht beobachtet. 

Ich méchte also die Frage unentschieden lassen, ob der 
Hemmungskorper im Zymogen identisch ist mit dem im Serum. 
's ist aber ohnehin klar, daB das Zymogen oder die wisserige, 
neutrale Infusion der Magenschleimhaut stets eine geringe 
Menge Blut enthalten mu, und immerhin liegt die Méglichkeit 
vor, daB ein Teil der Hemmung davon herriihren kann. Mit 
iicksicht hierauf ist es von einigem Interesse, das Hemmungs- 
vermégen von Kalbsserum mit dem von ammoniakbehandeltem 
Zymogen zu vergleichen. Zu dem Zwecke habe ich mir von 
demselben Tiere Zymogenlésung und Serum bereitet. Im all- 
gemeinen wird angenommen, daf das Blut !/13—1*/19 des Korpers 
ausmacht. Da der abgeschabten Magenschleimhaut viel Wasch- 
wasser anhaftet, konnen wir annehmen, dai der Blutgehalt 
desselben nicht 1/1s des Gewichtes tiberstieg. Die Schleimhaut 
wurde mit 5 Teilen Wasser behandelt und nach Filtrieren wurde 
die Lésung mit 3 Volumen Wasser verdiinnt. Vor der Behand- 
lung mit NH, war also der Blutgehalt der Lésung auf hochstens 


') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 95, 1909. 
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1/360 zu veranschlagen. Bei der Behandlung mit NH, kamen auf 
10 ccm Lésung 2 cem NH,-Losung und beim Neutralisieren 
auferdem noch 2 ccm H,SO,-Lésung. Die fertige Losung enthielt 
also héchstens !/s00 Blut. Um das Serum auf dieselbe Verdiinnung 
zu bringen und derselben die entsprechende Menge Am,SO, 
zuzufiihren, habe ich dasselbe zunichst mit 360 Teilen Wasser 
verdiinnt und dann mit der Mischung von NH, und H,SO, ver- 
setzt. Die Zymogenlésung und die verdiinnte Serumlésung 
wurden dann mit Lab auf Hemmungsvermodgen gepriift. In 
einem Falle ergab sich: 
Lab -+- 2 ccm H,O 141/2 Min. 

» + 2 » Serum 14!/2 » 

» +. 2 » Zymogen 30 > 

In einem anderen Versuch wurde das verdiinnte Serum 
einerseits wie oben mit Am,SO,-LOsung versetzt, anderseits 
wie das Zymogen mit NH, behandelt und neutralisiert : 

Lab -+- 2 ccm H,O, 14 Min. 
+2 » Serum mit Salz 1334/2 » 
» -+ 2  » Serum beh. m. NH, 13 » 
» + 2 » Zymogen 3001/2» 

In keinem Falle war also irgend eine von dem Serum 
herriihrende Hemmung nachzuweisen, wahrend das Zymogen 
eine ausgesprochene Hemmung ergab. Allem Anschein 
nach riihrt die hemmende Substanz von der Magen- 
schleimhaut her, und dieselbe wird wahrscheinlich daselbst 
gebildet. 

In bezug auf eine als Lab wirkende Mischung von Lab —- 
Serum wire es ferner von Interesse, zu erfahren, ob dieselbe 
in der gleichen Weise von dem Enzym-Zeitgesetz abweich! 
wie das Zymogen. Ich habe Versuche angestellt, um diese 
Frage etwas zu beleuchten, und dabei gefunden, dafi Mischungen, 
welche nur wenig Serum enthalten, dem Gesetze ganz gul 
folgen. Mischungen von Lab und Serum, welche viel Serum 
enthalten und trotzdem eine mabige Labwirkung zeigen, weichen 
aber von der Regel ab und zwar in der gleichen Richtung wie 
konzentrierte Zymogenlésungen, wenn auch nicht in so aus 
gesprochenem Grade wie diese: 
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Konzentration Gerinnungszeiten 

der Mischung 3 Il. III. 
1 83/4 Min. 91/2 Min. 17 ~~ # Min. 
1/9 16 > 18!/2. » 28!/2 
1/ 23 » 25 » 401/2 » 
V/4 30 » 32 > 54 > 


Die Nichtgiiltigkeit der Enzym-Zeitregel fiir Zymogen- 
lsungen sowie fiir als Lab wirkende Mischungen von Lab und 
Serum liegt offenbar an dem Vorhandensein der Hemmungs- 
korper. Wenn man annimmt, dai dieselben beim Zugeben 
der Milch durch das Casein von der Verbindung mit dem Lab 
zum Teil verdriingt werden, und daf in einer geringeren Zymogen- 
menge resp. geringeren Menge von Lab-Serum-Mischung ver- 
hiltnisméfig mehr Hemmungskorper verdrangt wird als in einer 
groferen, so mufi man in letzterem Falle eine verhaltnibmabig 
kiirzere Gerinnungszeit erhalten als im ersteren, wie bei den 
Versuchen gefunden wurde. 


Zusammenfassung. 


Aus den vorstehenden Untersuchungen ergibt sich: 

1. Eine méglichst neutrale Infusion des Kalbsmagens (Lab- 
zymogen) enthalt immer wirksames Lab, das aber in mehreren 
Beziehungen von dem mit Salzséure erhaltenen Lab sich unter- 
scheidet. 

2. Das im Zymogen vorhandene wirksame Lab gehorcht 
nicht dem Enzym-Zeitgesetz, sondern ergibt fiir geringe Zymogen- 
mengen eine verhiiltnismabig kiirzere Gerinnungszeit als ftir 
groBere (S. 189 u. 190). 

3. Schon laingst ist es bekannt, dai das Zymogen mit 
Salzsiure behandelt an Jabungserregender Fiihigkeit zunimmt. 
Aus vorstehenden Versuchen ergibt sich, dafi das Zymogen, 
wenn es in einer 0,017 normaler Lésung von Ammoniak 
kurze Zeit auf 37° erwirmt und dann neutralisiert wird, sein 
labungserregendes Vermégen einbiift und nunmehr die Wirkung 
zugesetzten Labs hemmt (S. 195). Diese Hemmungswirkung 
verhalt sich in vielen Beziehungen wie die Hemmung durch 
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neutrales Serum (S. 198). Unter Einwirkung von Salzsiure 
verschwindet das Hemmungsvermogen sehr schnell, und die 
Lésung wird wieder labungserregend. Nach der Behandlung 
mit Salzsiure kann derselbe Hemmungskorper durch Behand- 
lung mit Ammoniak nicht wieder hergestellt werden (S. 199). 

4. Eine Mischung von viel Lab und viel Serum, welches 
eine schwache Labwirkung zeigt, weicht in der gleichen Weise 
wie das Zymogen von dem Enzym-Zeitgesetz ab (S. 213). 
Eine soleche Mischung erzeugt mit Salzsiure behandelt freies 
Lab unter Zerlegung des im Serum vorhandenen Hemmungs- 
kérpers. Wird anderseits eine Mischung von viel Lab mit 
viel Serum mit schwachem Ammoniak behandelt, so wird 
Hemmungskorper aktiviert unter Zerstorung von. Lab (S. 205). 

Diese Ergebnisse machen eine gute Stiitze fiir die Ansicht 
aus, daB das Zymogen lediglich als eine Verbindung zwischen 
Lab und einem Hemmungskorper zu betrachten ist. Aus dieser 
Verbindung, die immer einen geringen Uberschu8 an Lab ent- 
hilt, wird das Lab durch Einwirkung von Salzsiure frei und 
zwar in der Weise, dafi Hemmungskorper zerlegt wird. Ob der 
Hemmungskorper vollstindig oder nur zum Teil zerlegt wird, 
liBt sich zurzeit nicht entscheiden. Anderseits wird mit 
Ammoniak in passender Verdiinnung der Hemmungskorper zum 
Teil frei und zwar durch Zerstérung von Lab. Ein Teil des 
Hemmungskorpers bleibt aber bei der Behandlung mit Ammoniak 
in Verbindung mit Lab, was daraus hervorgeht, dab die hemmende 
Lésung nach Behandlung mit Salzséiure und Neutralisieren 
wieder labungserregend wird. Der im Zymogen vorhandene 
Hemmungskorper kann nicht von in der Schleimhaut einge- 
schlossenem Serum herriihren, da das Kalbsserum in ent- 
sprechender Verdiinnung die Labwirkung nicht hemmt (S. 211). 
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In der I. Mitteilung iiber diesen Gegenstand!) sind fiir 
3 Harne normaler Individuen als Goldzahlen die Werte 0,695, 
0,81, 0,74 mg mitgeteilt. Die Kolloide des normalen hellen 
und ganz klaren Harns verhalten sich also sehr gleichmiBig. 

Die II. Mitteilung zeigt, dab in konzentrierten Harnen mit 
Sedimenten von Harnsiure oder saurem harnsaurem Natrium 
die Kolloide sich in grober Aufteilung, in Form einer Aus- 
flockung befinden kénnen, die in einem Teil der Fille durch 
Erwiarmen reversibel ist. 

Die Existenz der drei moéglichen Zustande der kolloidalen 
Materie im Harn — des Sols, des Gels und der irreversiblen 
Fallung — macht die Messung der Schutzwirkung ungeeignet 
zur Bestimmung der Gesamtmenge der Kolloide. 

Die Feststellung der Kolloidmenge mit Hilfe der Wage 
und die Bestimmung der Goldzahl des Originalharns und des 
aufgekochten Harns gestaiten aber eine weitergehende Analyse 


der Kolloidverhaltnisse im Harn. 
. Die Goldzahl wurde in der frither angegebenen Weise bestimmt. 
' Zur Ermittelung der Kolloidmenge wurde ein gemessenes Volumen (20 bis 
200 ccm) filtrierten Harns in Kollodiumsacken bis zur Abwesenheit von 
Cl erst gegen laufendes Leitungswasser, dann gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Das Dialysat wurde aus dem Sack in eine Abdampfschale 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI, 5. 112. 
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gewaschen und auf dem Wasserbade eingeengt. Die Fliissigkeit wurde 
in ein gewogenes Wageglas tibergefiihrt, zur Trockene gebracht, bei 105° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 

Aus eiweifhaltigen Harnen wurde durch Kochen und Ansauern 
mit Essigsdure das Eiweif’ ausgefallt und wie tblich zur Wagung ge- 
bracht. Das eiweififreie Filtrat wurde zur Bestimmung der Kolloide in 
der eben beschriebenen Weise weiterbehandelt. Als praktischer erwies 
es sich, den eiweifshaltigen Harn zu dialysieren, das Dialysat zu wiegen 
und die Kolloidmenge als Differenz von Dialysat- und Eiweiffmenge zu 
berechnen. 

Die gefundenen Werte sind ein wenig zu klein, da Harnzylinder 
und Nubecula, die gefiillte Kolloide sind, durch das Filtrieren der Wagung 
entgingen. 

Neben Eiweifs, Harnkolloid und Goldzahl wurde in den eiweiffreien 
Harnen Cl nach Volhard, P,O, durch Titrieren mit Uranylacetat, N nach 
Kjeldahl bestimmt, in einer Versuchsserie bei einem Fall von Diabetes 
mellitus NH, nach Kriiger-Reich-Schittenhelm, Zucker nach Ivar 
Bang. In den eiweifhaltigen Harnen wurde Cl in der Soda-Salpeter- 
Schmelze, P nach Neumann (berechnet als P,O,), Harnstoff nach Morner- 
Sjoqvist und gelegentlich A ermittelt. 

Diese Untersuchungen wurden vorgenommen, um zu sehen, 
ob die Konzentration der gelésten Stoffe einen EinfluB austibt 


auf die Menge und den Lésungszustand der Harnkolloide. 


1. Untersuchungen an Patienten ohne Nephritis. 


a) Frau B. Kreislaufstérung mit Odemen infolge von 
dekompensierter Mitralinsufficienz und Stenose. Dunkelbrauner 
Harn, anfangs spiirlich, dann bei Digitaliswirkung reichlicher. 
Nach Diuretin und Theocin starke Diurese (Tab. 1). 

Restimee. Eine Beziehung der Kolloidkonzentration zur 
Konzentration der untersuchten gelisten Stoffe besteht nicht. 
Die Tagesmenge der Kolloide ist gro8 bei groBer Wassermenge, 
aber nicht durch diese allein bedingt (vgl. 21. und 22. VI.). 
Am 12., 22. und 24. enthielt der Harn minimale unwiigbare 
Spuren von Eiweif (Hauch beim Kochen, der durch das Filter 
ging). An diesen Tagen ist die Menge des Dialysats etwa 
doppelt so hoch als an den anderen Tagen. Diese Vermehrung 
ist weit stiirker, als dem Eiweifgehalt entspricht. 

Die Schutzwirkung des ungekochten Harns_ schwankt 
zwischen 0,106 und 0,379, die des aufgekochten zwischen 











Untersuchungen iiber Kolloide im Urin. III. 217 


Tabelle 1. 















































——— a, 
7 Goldzahl 
y Da- Lae %/o | %/o | %o ene Original: | rt il ae en 
oe , cl |P,0,} N . harns ‘Harns © 
>». | Prof in | in | in| in 
“| die ecm} mg jccm| mg 
12. vi] 500|0,556] — [0,690] 0,1199'0,599] 0,2} 0,24/0,04.0,048] + Alb. 
{3 840 [0,819}0,054]0,442} 0,0684 0,575] 0,5 0,34/0,2 0,14 
ii. | 620]0,716]0,063]0,364] 0,0683 0,424 0,5) 0,340,2 0,14 
15, | 2400 [0,297|0,044]0,204) 0,0532 1,275] 0,4) 0,210,4 0,21 
Lb 960 |0,392{0,050]0, 192] 0,0537 0,515 0,4 0,21/0,2 0,11 
17. | 1850 10,333]0,043]0,208 0,0690 1,275 03 0,21 0,2 0,14 
is, | 1280 10,340[0,030]0,277] 0,0530 0,679} 0,2) 0,11/0,2 0,11 
2») | 1560 ]0,163]0,048)0,274] 0,0686 1,071] 0,3| 0,210,3 0,21 
21, | 1650 ]0,195]0,04410,342] 0,0360 0,594 0,4 0,14,0,2 0,07 2,0 ¢ Diuretin. 
22 1450 ]0,32440,049] — 0,1244 1,805 0,3) 0,37 0,2 0,25 +- Alb. 2,0 » 
3 1630 [0,348]0,030]0,269) — | — 0,3 — 01) — 2.0) » 
24. | 1250 [0,348]0,039]0,333] 0,1264 1,580] 0,3, 0,38.0,08.0,10 |-+- Alb. 
25, | 2480 0,441]o,032)0,236 — | —| 01) — 0,04 — 1+ Alb.2X0,3¢ Theocin, 
28. | 2750 [0,376]0,05410,435] 0,062 |1,705)> 0,6 > 0,37 0,05 0.03 2X03 » 
27, | 2650 J0,44910,094]0,385] 0,056 1,480 0,3 0,170.2 0,11 2X0,3> 
28. 2240 |0,263]0,037|0,284] 0,0727)1,625] 0,5) 0,36)0,08 0,06 2X0,3 » 
0,031 und 0,249 mg. Die Reversibilitaét der Kolloidfallung ist 
ohne jede erkennbare Gesetzmabigkeit. 
An den drei ersten Tagen, an denen ein besonders an 
Cl konzentrierter Harn ausgeschieden wird, ist die Schutz- 
wirkung niedrig (die Goldzahl hoch). Nach dem Gebrauch von 
| Diuretin und Theocin ist die Schutzwirkung erniedrigt. 
: b) Frau K. Diabetes mel. Vom 10. VI.—13. VI. im Harn 
: Alb., das durch Kochen und Filtration entfernt wurde. Vom 
15. VI. an reagierte der Harn alkalisch (Tab. 2). 
Resiimee. Die Kolloidmenge schwankt von 0,58—7,62 g 
pro die. Sie ist abhangig von der Wassermenge und von dem 
Zuckergehalt des Harns, da bei Diabetes melitus kolloidale Kohlen- 


hydrate ausgeschieden werden, deren Menge von der Starke 
15 
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Tabelle 2. 
7 ie 7 e e ” 7 Goldzahl 
— / [o Kolloid des — des gekochten — 
Gew.| Cl | P,0,] N |NH,N] S i a 

°jo |pro die} in ccm | in mg | in ccm | in mg 
10. VI] 2960 | 1040 | 0,298] 0,081] 0,452] 0,059] 80 | — | — ome _ ts — | + Abb. 
11. | 2890 | 1040 | 0,298] 0,084] 0,422] 0,045] 8,7 | 0,255; 7,62] 020 | 0,52 | 0,08 | 0,21 | + Alb. 
12. 1520 | 1043 | 0,425] 0,217] 0,959] 0,084] 5,5 | 0,242| 3,68] 0,08 | 019 | 0,05 | 012 | + Alb. 
13. | 1600 | 1035 | 0,780] 0,202] 1,143] 0,105] 1,5 | 0,059) 0,95] 0,20 | 0.12 | 0,08 | 0,05 | + Alb. 
14. | 1340 | 1021 | 0,667} 0,117] 0,792} 0,072) 0,6 | 0,044) 0,58 | 0,08 | 0,03 | 0,06 | 0.03) : 
15. 1650 | 1032 } 0,482] 0,142] 1,321] 0,047] 0,7 | 0,048, 0,74] 0,30 | O14 | 0,2 6 Be MeN 
16. | 3060 | 1017 | 0.475] 0,083] 0416] 0020| 0,4 } 0,043, 131 | 030 | 013 | 02 | oo [J 1008 U 
7. | 2180 | 1031 | 0,583] 0,122] 0,815] 0030] 22] —  — | 020 | 004 | — 0,16 
18. 1810 | 1038 | 0,525] 0,141] 0,815] 0,022} 3,0 | 0,120) 217] 040 | 0,48 | 0,2 0,24 
20. | 2510 | 1035 | 0,441] 0,102] 0,753] 0,016] 3,8 | 0,057) 144] 060 | 034 | 03 0,17 
21. | 2450 | 1037 | 0,557] 0,107] 0,689] 0,020] 4,5 | 0,056, 1,38] 060 | 034 | 02 | Of! 
22. 1690 | 1034 | 0,632] 0,137] 0,906] 0,033] 2,4 | 0,056| 0.92] 040 | 0.22 | 0,08 | 0,04 
23. | 2070 | 1026 | 0,644] 0,116] 0,633] 0,022] 1,2 | 0,035) 0.72] 040 | O44 | Of | 0,04 
24. | 2110 | 1024 | 0,547] 0,105] 0,658] 0,016] 1,2 | 0,041) 0,87] 030 | O42 | O01 | 004 |@Na. citric. 
25. 2640 | 1021 | 0,578] 0,075] 0,557] 0,020] 08 | — ~- 060 | — 02 | — 
26. | 2480 | 1023 | 0.542] 0,123] 0,653] 0,025] 1,3 | 0.078! 1,92 |>060 | 046 | 02 | 0.15 
27. | 2880 | 1023 | 0,450] 0,105] 0,925] oo20} 08 | — | — | 040} — | o2 | — 
28. | 2020 | 1024 | 0,616] 0,143] 0,859] 0,028] 1,2 | 0,076) 1,53 ]>060 | 045 | 0,08 | 0,06 
29. | 1940 | 1023 | 0.527] 0,134] 0,835] — | 0,7 | 0,089 1,73] >060 |>053 02 | 0,18 
30. | 2750 | 1017 | 0,504] 0.137] 0,583] — | 05 | 0,045) 1.24 ]>060 | 5036 | 02 | 012 
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der Glykosurie abhangig ist. Die prozentuale Menge der Kolloide 
liegt zwischen 0,034 und 0,255. Da es sich in diesem Falle 
sicherlich um Korper sehr verschiedener chemischer Natur 
handelt, sind die Goldzahlen stark differierend, von 0,035 bis 
> 0,535 mg. Die Goldzahl der aufgekochten Harne bewegt sich 
zwischen 0,026 und 0,240 mg. Die Schutzwirkung der unge- 
kochten Harne zeigt keine Beziehungen zu der Konzentration 
eines der untersuchten geldsten Stoffe. Sie geht aber bis zum 
24. VI. annéhernd in demselben Sinne wie das spezifische Ge- 
wicht, soda einem hohen spezifischen Gewicht eine geringe 
Schutzwirkung entspricht. Ob diese schlechte Schutzkraft durch 
die Anwesenheit kolloidaler Kohlenhydrate, deren Goldzahl eine 
hohere ist (Dextrin 6—12 bezw. 10—20 mg), bedingt ist oder 
durch die hohe Konzentration des Harns, bleibt unklar. Im 
letzten Teil des Versuches sinkt die Schutzwirkung betrachtlich 
ohne Steigerung des spezifischen Gewichts. 


2. Untersuchungen an Patienten mit Nephritis. 


Fr. N. Schulz und Zsigmondy haben die Goldzahl 
der Eiweiffraktionen des Eierklars bestimmt und fiir das 
Globulin 0,02—0,05 mg, fiir die Fraktion III (amorphes Albu- 
min -- Ovomukoid) 0,03—0,06 mg festgestellt. 

Die Schutzwirkung des menschlichen Blutserums habe 
ich in einer grofieren Reihe von Versuchen zwischen 0,0003 
und 0,0004 ccm gefunden. Da der Eiweiigehalt des Serums 
zwischen 5,5 und 8,4°/o schwankt, so liegt die Goldzahl der 
Serumeiweibkérper zwischen 0,016 und 0,033 mg (s. unten). 

Wenn in einem eiweibhaltigen Harn die Schutzwirkung 
nur durch Eiwei8 bedingt wire, und das Eiweif denselben 
Losungszustand hatte wie im Blutserum, so miiSte bei einem 
EiweiRgehalt von 3°/00 0,005—0,01 ccm Harn den Kolloid- 
schutz bewirken. 

Obgleich aber der Harn neben dem Eiweif noch andere 
gut schiitzende Kolloide enthalt, ist doch in der Mehrzahl der 
Falle die Schutzwirkung weit kleiner (die Goldzahl héher). Bei 
einer Reihe von Urinen mit einem Eiweifigehalt von 0,75 bis 


15* 
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3°/oo lag die Goldzahl, nur auf Eiweif berechnet, zwischen 
0,11 und 0,3 mg. 

Eine derartige Berechnung, die die Harnkolloide, die nicht 
Eiweif sind, ausschliefSt, gibt aber ein falsches Bild, da in 
diesen Fallen die Harnkolloide an der Schutzwirkung einen 
sehr wesentlichen Anteil nehmen. Das geht daraus hervor, 
dafs sehr hiufig die Harne nach dem Enteiweifen durch Kochen 
dieselbe oder eine héhere Schutzkraft haben als im Original- 
zustande. Diese Erscheinung ist nicht bedingt durch Entstehen 
von besser schiitzenden Spaltprodukten aus dem Eiweif, da 
reine EiweiBlésungen durch Kochen ihre Schutzwirkung fast 
vollig einbiiBen. 

Der Versuch, die Harnkolloide von dem Harneiweif durch 
andere Methoden als durch Kochen und ohne Anderung ihres 
Losungszustandes zu trennen, st68t auf sehr grofe Schwierig- 
keiten. Beim Enteiweifien mit Essigsaure und Ferrocyankalium 
oder durch Sattigen mit Ammonsulfat hat das eiweiffreie dia- 
lysierte Filtrat, auch nach dem Aufkochen, eine geringere Schutz- 
wirkung als der Harn. Ein Teil der Harnkolloide wird durch 
Oberflichenwirkung in dem Eiweifniederschlag festgehalten. 
Wird das ausgesalzene Eiweif auf das Ausgangsvolumen ge- 
lést und durch Kochen gefiallt, so ist dieser Teil der Kolloide 
durch seine Schutzwirkung in dem eiweiffreien Filtrat nach- 
weisbar. Bei diesen Methoden der Enteiweifung besteht auch 
keine Gewiihr daftir, daB der Lésungszustand der Harnkolloide 
unveriindert bleibt. Es kann durch die fallenden Agenzien eine 
Ausflockung, durch die Dialyse mit der dabei erfolgenden 
Wasseranziehung eine Quellung erfolgen. Kurz, der Lésungs- 
zustand der Harnkolloide in eiweifhaltigen Urinen ist der quan- 
titativen Analyse nicht zuganglich. 

Daf aber in diesem verwickelten System dem Eiweil 
sehr hiufig eine geringere Schutzkraft zukommt als in einer 
rein wisserigen LOsung, geht aus folgenden Protokollen hervor: 


a) Patient H., starke Albuminurie bei cardialem Hydrops. Mi 
Hebung der Herzkraft gute Diurese und schnelle Abnahme der Eiweil- 
menge. Die Schutzkraft des Harns andert sich dabei nicht. 
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Datum Eiweif Goldzahl in ccm 
im Originalharn im gekochten Harn 
10. Il. 1909 2—3 /oo 0,01 0,01 
11. ca. 1°/oo0 0,01 0,01 
) 12. Spur 0,01 0,01 


(Hauch beim Kochen) 


In anderen Fallen andert sich mit der Eiweifmenge die 
Schutzwirkung, aber auch die des gekochten Harnes, sodab 
eine Hindeutung auf eine gleichzeitige Abnahme der Kolloid- 
menge mit der Eiweiimenge besteht. 

b) Patient R. 


Datum Eiweih Goldzahl in ccm 
im Originalharn im gekochten Harn 
12. II. 1909 2/00 0,01 0,01 
13. 2%loo 0,025 0,025 
15. Spur 0,05 0,05 


Nicht selten trifft man Harne, die bei hohem Eiweifgehalt 
in ungekochtem Zustande tiberhaupt keine wesentliche Schutz- 
wirkung haben. 


c) Patient Br. Nephr. chron. 
Goldzahl in ccm 
im Originalharn im gekochten Harn 


16. VI. 3°/oo Alb. > 0,5 0,1 

Das durch Sattigen mit Ammonsulfat aus dem Harn aus- 
gesalzene Eiweifi kann nach dem Dialysieren eine héhere Schutz- 
wirkung haben als der Originalharn und der gekochte Harn. 

d) Patient B. Nephr. chron. Harn vom 23. VI. sehr viel Alb. 

Goldzahl in ccm 
im Originalharn im gekochten Harn im Harneiweih 
0,03 0,01 0,005 

Es gibt Falle von Nephritis, wo nicht nur das EiweiB, 
sondern auch das Harnkolloid in so schlechter Verteilung aus- 
geschieden wird, dai die Goldzahlen sehr hoch werden. 


e) Patient W. Nephritis acuta bei Sepsis. 28. VII. 1910. Sehr 
dunkler Harn, spez. Gew. 1031, frei von Blut. Cl’-Gehalt 0,106 °/o, Eiweif- 
gehalt 0,0634°/o, Harnkolloidgehalt 0,0746 °/o. 

Goldzahl des Originalharns > 0,5 ccm 
> » gekochten Harns 0,5 » 


Die Harnkolloide erreichen also auch nach dem Kochen keine 
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groéhere Schutzwirkung, als der Goldzahl 0,37 mg entspricht. Wenn man 
die Schutzwirkung des ungekochten Harns nur dem Eiweifgehalt zu- 
rechnet, so wiirde dem Eiweifs in diesem Harn eine Goldzahl von mehr 
als 0,31 mg zukommen. 

In anderen Fallen ist die Goldzahl des Harneiweifes nur 


2—3 mal hoher als die des Serums. 

f) 30. III. Patient A. Nephritis chron. Eiweifgehalt 0,220°/o, Kolloid- 
gehalt 0,1025°/o. 

Goldzahl des Originalharns 0,04 ccm 
> >» gekochten Harns 0,02 » 

Bei der Beziehung der Schutzwirkung des Originalharns auf Eiweif 
allein wiirde das Eiweif’ eine Goldzahl von 0,088 mg haben. Die Gold- 
zahl des gekochten Kolloids betragt 0,02 mg. 

g) 22. VII. 1910. Patient Z. Schwerste Herzinsufficienz mit hoch- 
gradigen Stauungen und groffem Hydrops. 

Harn fast schwarz, gerinnt beim Kochen, enthalt Blut und Gallen- 
farbstoff. 

Eiweifgehalt 6,377°/0. Kolloidgehalt nicht bestimmt. 

Goldzahl des Originalharns 0,001 ccm 
- » gekochten Harns 0,03 » 


Bezieht man die Schutzwirkung des ungekochten Harns nur auf 
Eiweif, was aber bei Gegenwart von Blut oder Gallenfarbstoff, die beide 
einen sehr starken Kolloidschutz ausiiben, noch fehlerhafter ist als in 
den anderen Fallen, so wiirde das Eiweifi eine Goldzahl von 0,063 mg 
haben. Die geringe Schutzwirkung des gekochten Harns ist wohl die 
Folge eines durch Adsorption im Eiweifiniederschlag erfolgten Kolloid- 
verlustes. (Es wurde in einer Verdiinnung von 1:10 enteiweift.) 

Das durch Ammonsulfat ausgesalzene Harneiweifs hatte eine Gold- 
zahl von 0,031 mg. 

Gleichzeitig wurden dem Patienten aus der Armvene 15 ccm Blut 
entnommen. Das Blut war sehr diinnfliissig. 

Der Eiweifigehalt des Serums betrug 4,900°/o. Der Harn ent- 
hielt also mehr Eiweif als das Blutserum. (Ob es sich bei dieser 
interessanten Erscheinung um eine Konzentrierung von Serumeiweif in 
der Niere oder um eine Abgabe von Nierenzelleneiweif handelte, ist unklar.) 

Das Serum schiitzte bei 0,0004 ccm. Goldzahl des Serumeiweifes 
0,0196 mg. Das Harneiweifi hatte also eine schlechtere Schutzwirkung 
als das Serumeiweil. 


In einem anderen Falle von starker Albuminurie war das 


Verhiltnis umgekehrt. 

h) 23. VIII. 1910. Patient Sch. Nephr. chron. 

Harn stark konzentriert, A 1,980. Harn gerinnt beim Kochen, frei 
von Blut. 
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Eiweifigehalt 2,402°/o, Kolloidgehalt 2,896 °%/o. 
Goldzahl des Originalharns 0,0008 ccm 
> » gekochten Harns 0,004 _ » 

Dem Eiweifs wiirde also, wenn man bei der Schutzwirkung des 
Originalharns die auferordentlich grofe Kolloidmenge nicht beriicksichtigt, 
die Goldzahl 0,019 mg zukommen. Auch hier ist vielleicht wieder durch 
Adsorption Kolloidverlust eingetreten, 

Goldzahl des gekochten Kolloids 0,11 mg. 

Das Serum dieses Patienten enthielt 7,762°/o Alb. Es schiitzte 
bei 0,0004 ccm = 0,031 mg Eiweibh. 

In einem anderen langere Zeit untersuchten Falle von 
Nephr. chron. (Pat. A. Tabelle III) entsprach die Schutz- 
wirkung des Originalharns, auf EKiweif$ bezogen, ungefihr dem 


Wert, den die Eiweifikorper des Serums ausiiben. 


Tabelle 3. 
ee) 
Goldzahl 
Da- Spez. °0 | %/o | Po | %/o | %o des des 
Menge FA." Original- | gekochten 
tum Gew. cl |P,0,] N |Alb.]Koll.) “pars |” Harns 
incem|inmg')incem| in mg 














12. V.| 2000 | 1010]0,575}0,416]0,055}0,615]0,368]0,122} — | — | — | — 
13. 11700] — |0,460]0,226]0,064]0,702|0,405}0,103} 0,01 | 0,04 | 0,08 0,02 
18. | 1200 | 1010}0,590}0,202]0,085]0,932]0,13210,129] 0,03 | 0,039! 0,03 0.037 
19. | 1800 | 1010]0,625]0,202]0,09210,975]0,11910,069] 0,05 | 0,059! 0,05 10,034 
21. | 2000] 1009]0,518} — }0,069]0,786]0,098]0,044] 0,05 | 0,049) 0,07 |0,031 
23, | 2000} 1010]0,540]0,17010,085}0,798|0,055]0,057,) — | — | — | — 
, 2000 | 101110,565]0,19710,087]0,74010,053]0,057] 0,05 | 0,026! 0,04 |0,023 


24. 
25. | 2200 | 1010]0,540}0,23010,064]0,666]0,026]0,069] 0,06 | 0,016) 0,04 |0,028 
7 











| 2600 | 1012]0,725]0,259]0,083]0,88410,05410,045] 0,04 | 0,022! 0,04 0,018 
28. 11800] 102410,820]0,340]0,095]1,039]0,059}0,067] 0,03 | 0,018) 0,03 0,020 
30. | 1800 | 1012[0,640]0,429]0,08310,672[0,088]0,062) 0,05 | 0,044, 0,06 0,037 
31. | 1400 | 1010]0,630]0,276]0,07010,719]0,046]0,064] 0,05 | 0,023) 0,04 |0,026 


Der Lésungszustand des EiweiBes und der Harnkolloide 
war unabhingig von der Gesamtkonzentration (4) und der 
Konzentration von Cl’P,0, und Harnstoff. Auch aus diesem 
Versuch geht hervor, daB EiweiBmenge und Kolloidmenge Be- 
ziehungen zueinander haben. 
































') Auf Eiweifs berechnet. 
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Wenn sich das Eiweif im Harn in einem Zustand 
schlechterer Aufteilung befindet als im Serum, so kann der 
Flockungsprozefi in der Nierenzelle oder im Harn selbst vor 
sich gehen. Daf der Harn mit seiner differenten Reaktion, 
mit seinen Salzen oder auch mit seinen Kolloiden auf den 
Losungszustand von Eiweif einen Einflu8 ausiiben kann, ist 
durchaus moglich. 

Blutserum und Eiweifkérper, mit Harn oder mit ge- 
kochtem Harn versetzt, zeigen aber auch nach 1—2stiindiger 
Kinwirkung aufeinander keine Anderung ihrer Schutzwirkung. 
Auch Harne, die ihre eigenen Kolloide in schlechtschiitzendem 
Zustande erhalten, von denen man also auf zugesetzte Kolloide 
am ehesten eine fallende Wirkung erwarten sollte, beeinflussen 
die Goldzahl des Serums nicht. 


Beispiel: Serum und Harn derselben Patientin. Der Harn ist 
sehr dunkel, konzentriert, frei von Alb. Seine Goldzahl liegt bei 0,25 ccm. 
Sie andert sich nicht nach dem Aufkochen. 

Das Serum hat nach Verdiinnung mit 0,9°/oiger Kochsalzlésung, 
mit Originalharn und mit gekochtem und wieder abgekiihltem Harn die 
Schutzwirkung stets bei 0,0003 ccm. 

Wenn der Harn selbst den Lésungszustand des Eiweifes 


nicht veriindert, so kann diese Anderung nur bei dem Uber- 
gang von Blut in den Harn geschehen. 


Ergebnisse. 


1. Die Harnkolloide, die nicht Eiwei8 sind, befinden sich 
im Urin im Zustande des Sols, des Gels (durch Erwarmen 
reversibel) und der irreversiblen Fallung. 

2. Eine Ausfillung (grébere Verteilung) der Harnkolloide 
ist nachweisbar nach dem Gebrauch von Diuretin und Theocin. 
Die anderen Bedingungen, die zu einer Anderung des Lésungs- 
zustandes fiihren, sind noch unklar. 

3. Das Harneiweif befindet sich im Harn sehr haufig in 
einem Zustand grOberer Verteilung als im Blutserum. 

4. Dieser Flockungsproze8 wird nicht durch den Harn 
selbst bedingt, kann also nur beim Ubergang des SerumeiweifBes 
in den Harn (in der Nierenzelle) erfolgen. 
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5. Die Menge der Harnkolloide ist abhingig von der 
Wassermenge. Eine Beziehung der Kolloidmenge zur Konzen- 
tration der geldsten Bestandteile ist nicht zu erkennen. 

6. Bei kranken Nieren ist die absolute Menge der Kolloide, 
die nicht Eiweii sind, erhoht. 

7, Die Menge dieser Kolloide geht in sehr vielen Fallen 
parallel mit der EiweiBmenge. 

8. In einem Fall von schwerster Kreislaufstérung mit 
Nephritis enthielt der Harn prozentual mehr Eiweif als das 
Blutserum. 


Gottingen, 2. [V. 1911. 








Uber die fermentative Hydroperoydzersetzung. 
I. Mitteilung. 


Von 
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(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1911.) 








Inhaltsangabe. 


1. Historisch-kritische Ubersicht der wichtigsten Arbeiten iiber fermentative 
Hydroperoxydzersetzung. — 2. Problemstellung und Plan der Arbeit. — 
3. Darstellung der Fermentlésung. — 4. Versuchsanordnung bei den 
kinetischen Messungen. — 5. Experimentelle Ergebnisse der kinetischen 
Messungen mit Blutkatalase: a) Einflufi der «Vorgeschichte» der Ferment- 
lésung; b) Einflu&{ von Hydroperoxyd- und Fermentkonzentration; c) Ein- 
fluf$ von Alkali und Séure; d) Einfluf§ der Temperatur; e) Naihere Unter- 
suchung der Séure- und Alkaliwirkung. — 6. Zusammenfassung. 


Bei einem Versuche, vergleichende Messungen anzustellen 
liber die Starke der in tierischen Geweben so hiaufig be- 
obachteten Funktion, Hydroperoxyd zu zersetzen, gelangten wir 
zu Resultaten, die keine einheitliche Beantwortung der Frage 
gestatteten. 

Als MaB8 fiir die Stiarke einer fermentativen Wirkung 
kann, seit dem die von Wilhelm Ostwald’) beftirwortete 
Auffassung sich allgemein Geltung verschafft hat, daB die 
Fermente als Katalysatoren, d. h. Beschleuniger freiwillig ver- 
laufender Vorgange zu betrachten sind, nur die Geschwindig- 
keit des Ablaufs der durch die Fermente veranlaften Reaktionen 
gelten. Ist nun der Reaktionsverlauf ein einfacher, d. h. ordnet 
er sich den Gesetzen der Massenwirkung unter, so kann einfach 
die nach den kinetischen Gleichungen berechnete Geschwindig- 


') «Uber Katalyse», Vortrag gehalten auf der Versammlung deutscher 
Naturforscher und Arzte in Hamburg 1901. 
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keitskonstante als Maf fiir die Starke der Fermentwirkung 
angesehen werden. Andernfalls ist ein Vergleich schwierig 
durchzufihren. ') 

Die auffalligste Beobachtung, die wir bei unseren anfing- 
lichen Messungen an Extrakten tierischer Gewebe machten, 
war neben einer schlechten Reproduzierbarkeit der Versuchs- 
ergebnisse das Auftreten eines sich abwiarts bewegenden Ganges 
in den nach der Reaktionsgleichung erster Ordnung berechneten 
Konstanten, auch unter Versuchsbedingungen, unter denen vor 
allem G. Senter?) und Jssajeff%) einen genau monomolekularen 
Reaktionsverlauf der fermentativen Hydroperoxydzersetzung ge- 
funden zu haben glaubten. 

Diese sehr listige Eigenschaft der Fermentlésung hat an 
ihnlichem Material auch Wolfgang Ostwald) beobachtet 
und ihr dadurch zu begegnen gesucht, dafi er die auf die Zeit 
0 extra-polierte Konstante als MaB fiir die Starke der Ferment- 
wirkung ansah. Die jedoch in solchen Extrapolationen stets 
begriindete Unsicherheit und die merkwiirdige Tatsache, dah 
Ostwald an verwandtem Material wiederum den monomole- 
kularen Verlauf der Reaktion bestatigt fand, veranlaBte uns, 
die Kinetik der fermentativen Hydroperoxydzersetzung noch 
einmal einer eingehenden Untersuchung zu unterwerfen, wie 
dies schon von G. Senter,*®) Issajeff,®) Bach,’) Locke- 
mann,*) Euler’) und anderen geschehen ist, zumal da ein 
niheres Studium dieser Arbeiten gewisse Abweichungen in 
den Befunden erkennen lieB, die uns der Erklirung bediirftig 
schienen. 

: ‘) Methoden der Aktivitaétsbestimmung von Fermentlésungen, wie 
z. B. diejenige, auf der die Ermittelung der sog. «Katalasezahl» von Jolles 


(Miinch. med. Wochenschr. 1904, Nr. 47) beruht, besitzen eine nur sehr 
bedingte Brauchbarkeit. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 257, Bd. LI, S. 682 (1905). 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 102 (1904), Bd. XLIV, S. 546 (1905). 
4) Bioch. Zentralbl., Bd. VI, S. 409 (1907) u. Bd. X, S. 1 (1908). 
5) Loc. cit. 
6) Loc. cit. 
*) Berichte d. d. chem. Gesellsch., Bd. XXXVIII, S. 1882 (1905). 
8) Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 393 (1909). 
*) Hofmeisters Beitrige, Bd. VII, S. 1 (1906). 
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Allerdings hat auch G. Senter in manchen Fiillen Ab- 
weichungen vom einfach monomolekularen Verlauf der Reak- 
tion in der geschilderten Weise beobachtet, jedoch nur _ bei 
Hydroperoydkonzentrationen hodher als !/s0 normal und Tem- 
peraturen mindestens tiber 10°, und auch da sind die Ab- 
weichungen in diesem Sinne noch gering; selbst bei der Ver- 
wendung einer so unreinen FermentlOsung, wie es das _ lack- 
farbene Blut darstellt, konnte der monomolekulare Reaktions- 
verlauf bei O°® und nicht zu hoher Peroxydkonzentration 
beobachtet werden. Arbeitete Senter bei Temperatur 0° und 
mit Peroxydkonzentrationen, bei denen eine Oxydation nicht 
mehr auftrat, so machte sich besonders bei sehr niedriger 
Fermentkonzentration eine Abweichung von dem monomole- 
kularen Verlauf in dem Sinne bemerkbar, dali die K-Werte, 
welche den verschiedenen Phasen der Reaktion entsprachen, 
zunahmen, eine Erscheinung, die Bredig und Miiller- 
Berneck!) und Bredig und Ikeda?) bei der Platin-Katalyse 
des Wasserstoffsuperoxyds in viel starkerem Mae beobachtet 
und durch eine aktivierende Wirkung des entstehenden Sauer- 
stoffs auf das kolloide Platin zu erkliren versucht haben. Diese 
Deutung kann nach Versuchen von Liebermann,?’) der keine 
aktivierende Wirkung des Sauerstoffs im Entstehungszustande 
auf die Katalase feststellen konnte, fiir letztere also nicht zu- 
treffen. Senter macht auf Vorschlag Luthers‘) die An- 
nahme, daB es sich um eine verzégernde Wirkung des Hydro- 
peroxyds handelt, das mit dem Ferment eine zum Teil ge- 
spaltene Verbindung eingeht. Dies wiirde nach Senter nebenbei 
die ebenfalls beobachtete Tatsache erklaren, dafb die Reaktions- 
geschwindigkeit schneller als die Katalysatorkonzentration zu- 
nimmt, und daf in den schwicheren Wasserstoffsuperoxyd- 
ldsungen die Reaktion etwas schneller verlauft. Alle diese von 
Senter geschilderten Abweichungen des Reaktionsverlaufs von 
der Norm sind jedoch relativ gering, sodaB es berechtigt er- 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 258 (1899). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 1 (1901), S. 323 (1901). 
‘) Pfliigers Archiv, Bd. CIV, S. 203 (1904). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 290f. 
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scheint, wenn er am Ende seiner Arbeit die Himasekatalyse 
des Hydroperoxyds als eine Reaktion erster Ordnung hinstellt 
und in einer spiteren Arbeit, die hauptsichlich der Untersuchung 
der Wirkung von Zusatzen gewidmet ist, zur Charakterisierung 
der Fermentwirkung nur noch einen konstanten Wert angibt. 
Vergleicht man damit die Untersuchungen anderer Autoren, 
insbesondere diejenige von Issajeff, der eine Katalase pflanz- 
licher Herkunft, die Hefekatalase, nach ahnlicher Reinigung wie 
bei Senter untersuchte, so wird, obgleich sich im einzelnen, 
wie schon erwiihnt, erhebliche Abweichungen in den Befunden 
ergeben, an dieser Auffassung nichts Wesentliches geiindert. 
Auch er findet sogar bis zu Hydroperoxydkonzentration von 
1/9) normal bei 25° und !/s3 normal bei O° monomolekularen 
Verlauf der Reaktion. In gewissem Gegensatz zu den Senter- 
schen Angaben wird beobachtet, dafi gerade bei hdherer Fer- 
mentkonzentration ein absteigender Gang der K-Werte zu _ be- 
obachten ist, eine Tatsache, die sich vielleicht mit dem Befunde 
von Faitelowitz') in Einklang bringen Jabt, der bei einer 
Untersuchung tiber die hydroperoxydzersetzende Wirkung von 
Milech fand, dafi der hier ebenfalls immer beobachtete Gang 
in den K-Werten gréfer wurde, wenn die Rahmkonzentration, 
d. h. also die Konzentration des Ferments, das sich als mit 
den Fettkiigelchen der Milch vergesellschaftet erwies, zunahm. 
Noch weniger empfindlich gegen Hydroperoxyd und hohere 
Reaktionstemperatur scheint die von Euler?) untersuchte Pilz- 
katalase (von Boletus scaber) zu sein. Er fand noch mit !/20- 
normal-Peroxyd bei 15° innerhalb 55 Minuten vollig mono- 
molekularen Verlauf der Reaktion, was um so_ auffilliger ist, 
als die Empfindlichkeit der Boletuskatalase in anderer Beziehung, 
z. B. gegen Saéuren, diejenige aller anderen Katalaselésungen 
zu ubertreffen scheint. 

Unter den Faktoren, welche ferner den Reaktionsverlauf 
der Hydroperoxydzersetzung durch Katalase zu _beeinflussen 
geeignet seien, hat Senter besonders auf die Wirkung ge- 


1) Dissertation, Heidelberg 1905, Milchw. Zentralbl., Bd. VI, S. 299, 
361, 420 (1910). 
2) Loc. cit. 
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ringer Mengen von Saure und Alkali hingewiesen. — Die Wirkung 
der Siiuren ist eine relativ einfache, sie ist nach ihm mit 
geringer Ausnahme proportional der Wasserstoffionenkonzen- 
tration (Essigsiure wirkt etwas schwacher, Salpetersaéure etwas 
stirker) und besteht in einer momentanen Schwdachung des 
Ferments, die jedoch durch nachtragliche Neutralisation villig 
zu beseitigen, also umkehrbar ist. Den Reaktionsverlauf fand 
Senter durch Saéure nicht beeinfluSt. Die Empfindlichkeit der 
Senterschen Hamase gegen Wasserstoffionen zeigt folgende 
Versuchsreihe, die seiner zweiten Arbeit tber diesen Gegen- 
stand entnommen ist, speziell fiir Schwefelsiure: 

H,SO,-Konzentration: —1/20000 —!/40000 ~—!/100000 

Reaktionskonstante : 0,0035 0,0072 0,0150. 

Ganz anders verhilt sich die Hefekatalase Issajeffs 
allem Anschein nach auch gegen Séuren. Einmal ist auch die 
Saureempfindlichkeit viel geringer, denn wenn die Saurekon- 
zentration von 0 auf 4/750 normal steigt, sinkt der Wert fiir 
die Anfangskonstante nur von 0,0118 auf 0,0103, ferner aber 
erfolgt die Schwiachung durch die Saure, nicht wie bei der 
Blutkatalase in kiirzester Zeit, sondern allmihlich, sodaB die 
K-Werte nun einen stirkeren Gang aufweisen, und endlich ist 
die Schwiichung hier durchaus irreversibel. Den «Séuregang» 
Issajeffs hat Senter dadurch zu erkliiren gesucht, daf fiir 
das Zustandekommen der Schwiichung eine, wenn auch sehr 
geringe Einwirkungszeit erforderlich sei. Dagegen sprechen 
jedoch einmal die Neutralisationsversuche Issajeffs,!) ferner 
aber vor allem die Tatsache, daf die Zunahme der Schwachung 
noch nach einer Stunde beobachtbar war. 

Euler hat Senters Versuche an Blutkatalase bestitigt, 
wihrend seine Pilzkatalase eine, wie schon erwahnt, auffallig 
hohe Saéureempfindlichkeit zeigt, indem nach seinen Angaben 
schon Essigsiéure in !/10000-n-Konzentration die Reaktion fast 
zum Stillstand bringt. 

7 1) Die Neutralisationsversuche scheinen allerdings zum Teil nicht 
ganz richtig angestellt zu sein. J. lief namlich eine héhere Saurekon- 
zentration zunichst auf das Ferment einwirken, bevor er die Neutrali- 


sation vornahm, als er in den Versuchen ohne Neutralisation, deren 
Verlauf aufzuklaren war, angewandt hatte. 
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Eine aus Schweinefett isolierte Katalaselésung erwies 
sich dagegen nach Euler als sehr unempfindlich, und auch 
hier ist die Wirkung, wenigstens in einigen Fiillen, nicht augen- 
blicklich. Beachtenswert sind jedoch folgende Tatsachen, die 
sich aus den Werten von Euler, der leider nur immer einen 
K-Wert zur Charakterisierung einer Fermentlisung angibt, er- 
kennen lassen. Wahrend namlich einmal mit 1!/2000-n-HCl die 
Wirkung momentan auftritt, sinkt mit 1/200-n-HCl beispiels- 
weise die Konstante in 35 Minuten von 0,050 auf 0,0017. 
Anderseits ist die Siurewirkung um so stiarker, je geringer die 
Kermentkonzentration ist: 


Reaktionskonstante fiir Versuch Reaktionskonstante fiir Versuch 
ohne Saurezusatz in *'/:0000-n-HCl-Lésung 
0,063 0,060 
0,0090 0,0065 


Die schwiachende Wirkung des Alkalizusatzes ist nach 
Senter geringer und nicht momentan, sodafi die Hydroperoxyd- 
katalyse sich wahrend der Reaktion noch verlangsamt, wenn 
das Alkali nicht schon langere Zeit mit dem Ferment in Be- 
riihrung war. Issajeff dagegen beobachtete bei geringem 
Alkalizusatz zunichst stets eine Zunahme der Reaktionsge- 
schwindigkeit, die erst bei erheblichen Alkalimengen einer 
Schwiéchung der Fermentwirkung Platz machte. In einer spéteren 
Untersuchung hat Senter diesen Befund Issajeffs auch fiir 
Blutkatalase bestitigt, jedoch sind die Konzentrationen, bei 
welchen er eine Verbesserung der Reaktionsgeschwindigkeit 
beobachtet, viel geringer als bei Issajeff. Er findet folgendes: 
NaOH-Konzentration im 

Reaktionsgemisch : 1/a 1/50000 1/10000 1/1000 
Reaktionskonstante: 0,0150 0,0153 0,0200 0,0140 
wahrend Issajeff bis zu Alkalikonzentrationen von '/s00 normal 
fiir Kalilauge und !/s00 normal fiir Natronlauge Zunahme der Reak- 
tionsgeschwindigkeit beobachtet hatte. Bei seiner Hefekatalase 
erscheint auBerdem die Wirkung auffallenderweise momentan, 
denn der Verlauf der Reaktion ist auch in der alkalischen 
Lésung streng monomolekular. Senter hat als Erklarung der 
beschleunigenden Alkaliwirkung fiir seine bei 0° ausgefiihrten 
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Versuche eine direkt zersetzende Wirkung des Alkalis auf Hydro- 
peroxyd angenommen, jedoch nicht gezeigt, daf diese bei 0° 
und den von ihm angewandten geringen Alkalikonzentrationen 
wirklich merkliche Bedeutung hat. Bemerkenswert im Hinblick 
auf die Issajeffschen Versuche sind auch einige Angaben von 
Euler tiber den Einflu8 alkalischer Agenzien auf die Aktivitiit 
von Fettkatalase. Er fand mit !/s00-n-Baryumhydroxyd nach 
15 Minuten langer Einwirkungszeit eine Schwichung von nur 
0,060 auf 0,040, die sich auch innerhalb weiterer 30 Minuten 
nicht mehr verstarkte. 

Als wichtiges Ergebnis der bisherigen Katalaseunter- 
suchungen kann also nach diesem die Tatsache gelten, daB als 
erwiesen angesehen wird, dai die fermentative Hydroperoxyd- 
zersetzung unter normalen Bedingungen eine Reaktion erster 
Ordnung ist (wenn wir allerdings von der Arbeit von Faitelo- 
witz absehen, der in keinem Falle den genau monomolekularen 
Verlauf der Reaktion feststellen konnte). Die Grenze, bis zu 
welcher éuBere Einfliisse hierauf ohne Wirkung sind, scheint 
jedoch je nach Herkunft der Katalase recht verschieden zu 
sein. Wiahrend Senter Reaktionstemperatur von nicht tiber 10°, 
Hydroperoxydverdiinnung von mindestens 1/80 normal und nicht 
zu kleine Reaktionsgeschwindigkeit als Bedingungen fiir Er- 
zielung eines einfachen Reaktionsverlaufs ansieht und fiir O° 
einen erheblichen schwéchenden Einflu8B der Wasserstoffionen- 
konzentrationen schon bei !/10000-Normalitaét beobachtete, wobei 
die Wirkung der Wasserstoffionen als fast momentan, diejenige 
des Alkalis als eine allméhliche anzusehen ist, erscheint Issa- 
jeffs Hefekatalase und Eulers Fettkatalase in jeder Beziehung 
unempfindlicher, d. h. der monomolekulare Verlauf der Reaktion 
scheint in einem viel gréferen Bereich von Temperatur, Hydro- 
peroxydkonzentration, Wasserstoff- bezw. Hydroxylionenkon- 
zentration erhalten zu bleiben. Die Boletuskatalyse wird da- 
gegen als noch wasserstoffionenempfindlicher hingestellt wie die 
Haimase, obgleich sie wiederum erheblich weniger temperatur- 
empfindlich zu sein scheint. 

Auf Grund dieser Befunde schien uns die Tatsache nicht 
mehr so unerklarlich, dafS wir auch unter den Senterschen 
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3edingungen mit unseren Extrakten keinen einfachen Verlauf der 
Reaktion beobachtet hatten. Diese Extrakte konnten ja noch emp- 
findlicher als die Himaselésungen Senters sein, wobei es natiir- 
lich unentschieden bleibt, ob die Empfindlichkeit eine wechselnde 
Kigenschaft des Ferments an sich oder, was wahrscheinlicher, 
dem Fehlen der in den chemisch ja niemals reinen Ferment- 
ldésungen enthaltenen Schutzstoffe zuzuschreiben sei. Auf Konto 
der Empfindlichkeit kénnten dann auch die abweichenden Be- 
funde der verschiedenen Autoren tiber die Wirkungsweise der 
Siiure gesetzt werden. So konnte z. B. Issajeff den ab- 
steigenden Gang der K-Werte noch bei Schwefelsiiurekonzentra- 
tionen von !/750 normal messend verfolgen, einer Konzentration, 
bei welcher der Gang bei der HiimaselOsung vielleicht auch be- 
obachtbar gewesen ware, wenn die Reaktion unter diesen Ver- 
hiltnissen tiberhaupt noch mit mefbarer Geschwindigkeit ver- 
laufen wire. Die 5S. 231 berichteten Versuche Kulers tiber die 
Verschiedenheit der Wirkungsweise verschiedener konzentrierter 
HCl wiirden dafiir sprechen. Auch der verschiedene Befund 
hinsichtlich der Umkehrbarkeit der Wirkung diirfte sich viel- 
leicht so erkliiren lassen. Schwerer zu deuten ist das giinz- 
liche Fehlen einer Andeutung des aufsteigenden Ganges bei 
der Fettkatalase, das Auftreten eines absteigenden Ganges der 
K-Werte bei hoher Hefefermentkonzentration, was von Issa- 
jeff ungentigend erklart zu sein scheint, insbesondere aber 
die Abweichungen hinsichtlich der Alkaliwirkung und die Tat- 
sache, daB die duberst wasserstoffionenempfindliche Boletus- 
katalase so unempfindlich gegen Hydroperoxyd, sogar bei Zimmer- 
temperatur ist, sodai die Reaktion auch noch bei relativ sehr 
hohen Peroxydkonzentrationen fast genau monomolekular ver- 
liiuft. Hinsichtlich der Alkaliwirkung ist es beispielsweise nicht 
erklirlich, warum die scheinbare Unempfindlichkeit der Fett- 
und Hefekatalase gegen Saure wie alkalische Zusitze hier nicht 
dieselben Folgeerscheinungen wie bei der Saéurewirkung be- 
dingt. Triéfe die obige Erklarung fiir den «Siuregang» bei 
diesen Fermenten zu, so sollte diesem, da es sich ja auch um 
besonders hohe Alkalikonzentrationen handelt, ein Alkaligang 
entsprechen, zumal Euler fiir die Hiimase ja schon bei den 
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von ihm angewandten, viel niedrigeren Konzentrationen des Al- 
kalis einen Gang der K-Werte wahrend der Reaktion beobachtete. 

Die Frage also, ob aufber den angenommenen Empfind- 
lichkeitsunterschieden, welche aus begreiflichen Griinden bei 
quantitativen Untersuchungen Uber Fermentwirkungen praktisch 
und theoretisch von gréfter Wichtigkeit sind, noch spezifische 
Verschiedenheiten in den Eigenschaften der Katalasen ver- 
schiedener Herkunft, wie die eben geschilderten, existieren, 
ist demnach eine weitere, die sich bei vergleichenden Messungen 
an Fermentextrakten entgegenstellt. 

Ehe wir nun an eine allgemeine Klarstellung dieser Fragen 
gingen, schien uns jedoch die erste wichtige Aufgabe die Fest- 
stellung der Reproduzierbarkeit der Versuche der anderen 
Autoren zu sein. Wir wiihlten hierzu als Versuchsobjekt zu- 
niichst, als das am besten durchgearbeitete Beispiel, die Hii- 
mase Senters. 

Dabei gelangten wir zu Resultaten, welche, obgleich sie 
im allgemeinen als Bestiitigung der Senterschen Befunde in 
vieler Hinsicht betrachtet werden kénnen, uns doch zu einer 
grundsiitzlich anderen Auffassung tiber die Kinetik der fermenta- 
tiven Hydroperoxydzersetzung tiberhaupt fiihrten, deren Einzel- 
heiten am Schlusse dieser Untersuchungen, nach Mitteilung des 
experimentalen Materials, dargelegt werden sollen. Der mono- 
molekulare Reaktionsverlauf scheint insofern fiir die 
fermentative Hydroperoxydzersetzung praktisch nicht 
als charakteristisch, als es nicht in Jedem Falle gelingt, 
durch geeignete Variation der Versuchsbedingungen, 
welche bisher als wesentlich angesehen wurden, einen 
solechen Verlauf zu garantieren. Der eigenartige Einflub 
der Versuchsbedingungen, insbesondere derjenige der Tem- 
peratur macht es wahrscheinlich, daB es sieh vielmehr um 
keine einheitliche Reaktion handelt. Ob dieser Befund, 
welcher mit Versuchen an Blutkatalase gewonnen wurde, all- 
gemein in dieser Form giiltig ist, muB durch spiatere Versuche, 
mit denen wir beschiftigt sind, erhirtet werden. Bestatigt sich 
unsere Ansicht, so bedeutet das eine bisher nicht gentigend 
beachtete Erschwerung vergleichender Messungen tiber Katalase- 
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wirkung') und stellt auch die bisher angestellten theoretischen 
Erorterungen Uber die Kinetik dieser Fermentwirkung in Frage. *) 

Es fragt sich insbesondere, ob man im Prinzip an dem 
cleichformigen Verlauf der fermentativen Hydroperoxydzer- 
setzung festhalten und nur, wie das bisher geschehen ist, 
die Empfindlichkeit des Ferments fiir Abweichungen verant- 
wortlich machen soll, oder ob man den gleichformigen Verlaut 
nur als einen scheinbaren, durch Zusammenwirken mehr oder 
weniger regulierbarer Bedingungen gewihrleisteten ansehen 
soll, der fiir den eigentlichen Chemismus des Vorgangs nichts 
zu folgern gestattet. Auch eine Entscheidung dieser Frage 
mochten wir uns vorbehalten, bis wir auch Katalasearten anderer 
Herkunft gepriift haben, wie wir es tiberhaupt fiir zweckmabig 
halten, in dieser ersten Mitteilung mit Erkléirungsversuchen 
dieses offenbar sehr komplizierten Erscheinungsgebietes nach 
Moglichkeit zuriickzuhalten, bevor nicht eine vollstiindige ex- 
perimentelle Durcharbeitung des Gebiets der fermentativen 
Hydroperoxydzersetzung vorliegt. Denn nur so scheint es uns 
moglich, zu auch fiir die Praxis wertvollen Folgerungen 
auf diesem Gebiete zu erlangen, die trotz des hier vorliegen- 
den sehr ausgedehnten Literaturmaterials?) noch als sehr spir- 
lich bezeichnet werden miissen. 

Im Nachstehenden sind nun die Ergebnisse unserer 
Messungen an der Blutkatalase, welche zu dem eben aus- 
gesprochenen Ergebnisse gefiihrt haben, dargestellt und zwar in 
der Hauptsache von dem Gesichtspunkte: In welcher Weise 
wird durch die regulierbaren Bedingungen der Reaktionsver- 
lauf der fermentativen Hydroperoxydzersetzung beeinflubt? Wir 


') Vgl. hierzu die sehr abweichenden Befunde iiber die Verteilung 
der Katalase im tierischen Organismus bei Batelli und Stern, Arch. 
di Fisiol., Bd. Il, Lesser, Zeitschr. f. Biolog., Bd. XLVIIT und van 
Itallie, Soc. biol., Bd. LX. 

*) Vgl. hierzu die Diskussion zwischen G. Senter und H. Euler, 
G. Senter, Journ. Phys. Chem., Bd. IX, S. 311 (1905); Diese Zeitschrift, 
Bd. XLVII, S. 126 (1906). — H. Euler, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, 
5. 420 (1905). 

*) Vgl. die Literatur bei Oppenheimer. Die Fermente und ihre 
Wirkungen, 3, Aufl., Leipzig 1909. 
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sind hierbei mit Absicht so ausfiihrlich in der Darstellung ge- 
wesen, als der beschrankte Raum einer derartigen Arbeit es 
gestattet, haben aber trotzdem einen groBen Teil unserer sehr 
zahlreichen Messungsreihen nicht anfiihren k6nnen, die zur 
Kontrolle der Versuche dienten. Bei derartigen Arbeiten, wie 
sie die Fermentchemie zu erledigen aufgibt, bei der noch so 
viel ins Ungewisse schwankt, ist eine Ausfthrlichkeit der Dar- 
stellung ein unumgiingliches Ubel, wenn die Friichte der eigenen 
Arbeit anderen Mitarbeitern nur einigermafen zugiinglich ge- 
macht werden sollen. 

Ks geht deshalb diesen Versuchsreihen, in denen also 
hauptsichlich der Einflu{ der wesentlichsten Faktoren, welche 
auf die Katalasewirkung von Einfluf sind, d. h. also der Tem- 
peratur, der Hydroperoxydkonzentration, der Fermentkonzentra- 
tion, des Neutralitiitsgrades des Reaktionsgemisches besprochen 
sind, eine kurze Darstellung dariiber voraus, wie die Ferment- 
ldsung erhalten und in welcher Weise die Messungen der 
Reaktionen vorgenommen wurden. 

Die Reihenfolge, in welcher die Versuche mitgeteilt sind, 
konnte nicht diejenige sein, in der sie tatséchlich angestell! 
wurden. Die Ausfiihrung solcher Versuche wird durch eine grobe 
Anzahl praktischer Nebenumstinde bestimmt, die fiir den ge- 
danklichen Zusammenhang nicht in Betracht kommen. Es sind 
zuniichst diejenigen Versuche besprochen und zusammengestellt, 
welche den eventuellen Einflu8 der « Vorgeschichte» der Ferment- 
l6sung auf die Kinetik der Peroxydzersetzung darstellen, wobei 
auch ein eventueller EinfluB der Variation gewisser Versuchs- 
bedingungen beriicksichtigt ist, worauf dann nacheinander die 
Bedeutung der Peroxydkonzentration, der Fermentkonzentration, 
der Neutralisation, der Zusiitze von Saéure und Alkali und end- 
lich der Einflu{ der Temperatur besprochen ist. | 


Darstellung der Fermentlosung. 


Bei der Darstellung der Fermentlésung hielten wir uns 
zuniichst so eng wie moéglich an die von Senter gegebene 
Vorschrift, die hier in aller Ktirze referiert sei. Ein bestimmtes 
Volumen ganz frischen defibrinierten Rinderblutes wurde mit 
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dem zehnfachen Volumen kohlensiuregesattigten Wassers ver- 
diinnt und so einen Tag im Eisschrank aufbewahrt. Darauf 
wurde die klare lackfarbene Blutl6sung von dem aus den Stro- 
mata bestehenden Bodensatz abgegossen und mit dem gleichen 
Volumen 99°/oigen Alkohols versetzt. Der dabei entstehende 
rotbraune voluminodse reichliche Niederschlag abzentrifugiert, 
mit ca. 55°/oigem Alkohol dekantiert und darauf auf dem 
Biichnerschen ‘Trichter abgesaugt und im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiure und Atznatron getrocknet. Die stets dunkelrot- 
braun gefiirbte Trockensubstanz wurde darauf gepulvert, eine 
abgewogene Menge mit destilliertem Wasser versetzt, wobei 
das Ferment innerhalb ein bis zwei Tagen in Lésung gehen, 
der rotbraune Niederschlag jedoch ungeloést zurtickbleiben soll. 
Senter erhielt dann nach 4 bis Smaliger Filtration eine klare, 
schwach gelbliche Fltissigkeit, die bei O° eine fast vd6llige 
Haltbarkeit zeigte und deren Aktivitiit bei Einhaltung der be- 
schriebenen Darstellungsbedingungen annahernd reproduzierbar 
sein sollte. 

Uber die Mengenverhiltnisse von Trockensubstanz und 
Wasser, ob die Extraktion ohne weiteres Umschiitteln erfolgte. 
ob Konservierungsmittel in Anwendung kamen, ob die Dauer 
der Extraktionen fiir die erhaltene Fermentlisung von Kinfluf 
sei, dariiber hat Senter nichts Niheres angegeben. Er _ be- 
merkt nur, dafi bei der Reinigungsmethode nur ein Teil der 
aktiven Substanz, gemessen durch die Aktivitéit der Loésung, 
wieder erhalten worden sei. 

Als wir jedoch wiéhrend unserer Arbeit uns gezwungen 
sahen, die Lésungen aus immer neuem Material wiederholt 
darzustellen, machten wir die Erfahrung, dai alle die ge- 
nannten Faktoren von wesentlichem Einflu{ auf die Beschaffen- 
heit der erhaltenen Fermentlésung waren. 

Zuniichst ist es von Bedeutung, wie innig man die Durch- 
mischung von Fermentpulver und Extraktionswasser vornimmt. 
Schiittelt man das Gemenge auf der Schiittelmaschine, so er- 
hilt man beim Filtrieren durch gehiirtetes Filter héufig, auch 
wenn man danach den Niederschlag mehrere Tage sich hat 
absetzen lassen, ein mehr oder weniger triibes Filtrat, das 
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sind hierbei mit Absicht so ausfiihrlich in der Darstellung ge- 
wesen, als der beschrinkte Raum einer derartigen Arbeit es 
gestattet, haben aber trotzdem einen grofen Teil unserer sehr 
zahlreichen Messungsreihen nicht anfiihren kénnen, die zur 
Kontrolle der Versuche dienten. Bei derartigen Arbeiten, wie 
sie die Fermentchemie zu erledigen aufgibt, bei der noch so 
viel ins Ungewisse schwankt, ist eine Ausftihrlichkeit der Dar- 
stellung ein unumgiingliches Ubel, wenn die Friichte der eigenen 
Arbeit anderen Mitarbeitern nur einigermaBben zuginglich ge- 
macht werden sollen. 

Es geht deshalb diesen Versuchsreihen, in denen also 
hauptsichlich der EinfluB der wesentlichsten Faktoren, welche 
auf die Katalasewirkung von KinfluB sind, d. h. also der Tem- 
peratur, der Hydroperoxydkonzentration, der Fermentkonzentra- 
tion, des Neutralitétsgrades des Reaktionsgemisches besprochen 
sind, eine kurze Darstellung dariiber voraus, wie die Ferment- 
ldsung erhalten und in welcher Weise die Messungen der 
Reaktionen vorgenommen wurden. 

Die Keihenfolge, in welcher die Versuche mitgeteilt sind, 
konnte nicht diejenige sein, in der sie tatséchlich angestellt 
wurden. Die Ausfiihrung solcher Versuche wird durch eine grofe 
Anzahl praktischer Nebenumsténde bestimmt, die fiir den ge- 
danklichen Zusammenhang nicht in Betracht kommen. Es sind 
zuniichst diejenigen Versuche besprochen und zusammengestellt, 
welche den eventuellen EinfluB der « Vorgeschichte» der Ferment- 
l6sung auf die Kinetik der Peroxydzersetzung darstellen, wobei 
auch ein eventueller EinfluB der Variation gewisser Versuchs- 
bedingungen beriicksichtigt ist, worauf dann nacheinander die 
Bedeutung der Peroxydkonzentration, der Fermentkonzentration, 
der Neutralisation, der Zusiitze von Saure und Alkali und end- 
lich der Einflu8 der Temperatur besprochen ist. 


Darstellung der Fermentlosung. 


Bei der Darstellung der Fermentlésung hielten wir uns 
zuniichst so eng wie moéglich an die von Senter gegebene 
Vorschrift, die hier in aller Kiirze referiert sei. Ein bestimmtes 
Volumen ganz frischen defibrinierten Rinderblutes wurde mit 
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dem zehnfachen Volumen kohlensiuregesattigten Wassers ver- 
diinnt und so einen Tag im Eisschrank aufbewahrt. Darauf 
wurde die klare lackfarbene Blutlésung von dem aus den Stro- 
mata bestehenden Bodensatz abgegossen und mit dem gleichen 
Volumen 99°/oigen Alkohols versetzt. Der dabei entstehende 
rotbraune voluminése reichliche Niederschlag abzentrifugiert, 
mit ca. 55°/oigem Alkohol dekantiert und darauf auf dem 
Biichnerschen ‘Trichter abgesaugt und im Vakuum_ iiber 
Schwefelsiure und Atznatron getrocknet. Die stets dunkelrot- 
braun gefiirbte Trockensubstanz wurde darauf gepulvert, eine 
abgewogene Menge mit destilliertem Wasser versetzt, wobe 
das Ferment innerhalb ein bis zwei Tagen in Lésung gehen, 
der rotbraune Niederschlag jedoch ungelost zuriickbleiben soll. 
Senter erhielt dann nach 4 bis dSmaliger Filtration eine klare, 
schwach gelbliche Fliissigkeit, die bei 0° eine fast vdllige 
Haltbarkeit zeigte und deren Aktivitét bei Einhaltung der be- 
schriebenen Darstellungsbedingungen annéhernd reproduzierbar 
sein sollte. 

Uber die Mengenverhiiltnisse von Trockensubstanz und 
Wasser, ob die Extraktion ohne weiteres Umschiitteln erfolgte. 
ob Konservierungsmittel in Anwendung kamen, ob die Dauer 
der Extraktionen fiir die erhaltene Fermentlisung von Einfluf 
sei, dariiber hat Senter nichts Niaheres angegeben. Er _ be- 
merkt nur, dafi bei der Reinigungsmethode nur ein Teil der 
aktiven Substanz, gemessen durch die Aktivitéit der Loésung, 
wieder erhalten worden sei. 

Als wir jedoch wihrend unserer Arbeit uns gezwungen 
sahen, die LOsungen aus immer neuem Material wiederholt 
darzustellen, machten wir die Erfahrung, da alle die ge- 
nannten Faktoren von wesentlichem Einfluf{ auf die Beschaffen- 
heit der erhaltenen Fermentlésung waren. 

Zuniachst ist es von Bedeutung, wie innig man die Durch- 
mischung von Fermentpulver und Extraktionswasser vornimmt. 
Schiittelt man das Gemenge auf der Schiittelmaschine, so er- 
halt man beim Filtrieren durch gehiirtetes Filter hiaufig, auch 
wenn man danach den Niederschlag mehrere Tage sich hat 
absetzen lassen, ein mehr oder weniger triibes Filtrat, das 
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sich auch durch wiederholte Filtration nicht ganz klaren labt. 
Nimmt man dagegen die Extraktion in der Weise vor, dai 
man die Mischung von Wasser und Trockensubstanzpulver nur 
einige Male mit der Hand durchschiittelt und dann sich selbst 
iiberlabt, so ist die schlieBlich erhaltene Lésung ceteris paribus 
stets klar. Auch die Feinheit des Trockensubstanzpulvers scheint 
von EinfluB: gréberes Pulver kann mit der Extraktionsfliissigkeit 
auch auf der Schiittelmaschine geschiittelt werden, ohne dal} 
man Gefahr liuft, triibe Extrakte zu erhalten. Natiirlich ist 
aber dann auch die Fermentextraktion entsprechend langsamer 
bezw. unvollkommener. Ganz wesentlich ist der Unterschied 
in der Aktivitéit der Fermentl6sung, die bei dieser verschiedenen 
Behandlungsweise auftritt. Wir erhielten beispielsweise mit 
einem Priiparat, das zum Teil mit einer bestimmten Menge 
Wasser auf der Schiittelmaschine geschiittelt war und nach 
eintiigiger Extraktion bis zur volligen Klarheit des Filtrats 
durch gehartetes Filter filtriert worden war, die Reaktions- 
konstante 659,!) wahrend eine nicht geschiittelte Probe 
derselben Zusammensetzung nach derselben Zeit nur die Kon- 
stante 112 lieferte. In einem anderen Falle war die Extraktions- 
dauer auf 3 Tage verliingert und die nicht auf der Schiittel- 
maschine, sondern nur mit der Hand kraftig umgeschiittelte 
L.Osung von vornherein mit mehr Wasser angesetzt worden, 
wahrend die Verdiinnung des geschiittelten Extrakts in dem- 
selben Verhiiltnis erst nach der Filtration erfolgte. Die ent- 
sprechenden Zahlen fiir die Reaktionskonstanten betrugen 440 
fiir den geschiittelten und nachtriglich verdiinnten, 172—203 
fiir den nicht geschiittelten Extrakt. Aber auch wenn das Ge- 
misch mehrere Stunden auf der Schiittelmaschine kriftig ge- 
schiittelt wurde, gelang die Extraktion nicht vollstiindig. ‘So- 
fort nach dem Schiitteln, zum Teil abfiltriert, gab ein Extrakt 
als Konstante 499, nach weiterem dreitigigem Stehen iiber 
den Niederschlag 734. Wie langsam und unvollstaindig die 
Extraktion eines nach Senter hergestellten Hamasepraparates 
durch bloBes Stehenlassen und auch beim Schiitteln auf der 


‘) Hier wie bei allen folgenden Angaben sind die K-Werte zur 
Vermeidung der Stellen hinter dem Komma mit 10‘ multipliziert. 
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Schiittelmaschine erfolgt, wenn es sich um grofe Ferment- 
mengen handelt, mOgen die in der spiater dargestellten Tabelle 1 
wiedergegebenen Versuchsreihen lehren. (Vgl. Tabelle 1, S. 249.) 

Ob es sich hierbei um Sattigungserscheinungen handelt, 
ist fraglich. In bezug auf das Ferment selbst waren diese 
Lisungen jedenfalls niemals gesittigt, denn es lassen sich durch 
einmaliges Schiitteln mit grdBeren Mengen Trockensubstanz 
viel aktivere LOsungen erhalten, aber man mu bedenken, dab 
die gelésten Stoffe offenbar nicht nur aus aktiver Substanz 
bestehen. In dieser Hinsicht und aus vielen anderen Griinden 
wiiren vergleichende Bestimmungen des Trockensubstanzgehaltes 
und der Asche der untersuchten FermentlOsungen wiinschens- 
wert gewesen. Da wir die Losungen aber fast immer ganz fiir 
die Aktivitiitsmessungen verbrauchten, mufbten derartige Be- 
stimmungen einstweilen unterbleiben. Es wird in einer spiiteren 
Mitteilung hierauf eingegangen werden. 

Natiirlich ist bei derartigen lang ausgedehnten Extraktionen 
die Anwendung eines Konservierungsmittels wiinschenswert. 
Wir haben Chloroformwasser als vorteilhaft gefunden, obgleich 
von anderer Seite!) behauptet worden ist, daf es die Aktivitit der 
Katalase schwache. Die spater mitgeteilten Versuche, Seite 252, 
Tabelle 2, beweisen das Gegenteil. Eine indirekt schiidigende 
Wirkung des Chloroforms wire ja auch aus dem Grunde zu 
vermuten gewesen, weil die bekanntlich leicht als Zersetzungs- 
produkt des Chloroforms auftretende Salzsiiure bei der groben 
Saureempfindlichkeit der Fermentl6sungen zur Wirkung kommen 
konnte. Wir haben jedoch, obgleich wir gewOhnlich die Ferment- 
lisungen mit einem geringen UberschufB von Chloroform § auf- 
bewahrten, niemals eine saure Reaktion der Versuchsfliissigkeit 
beobachten kénnen, wobei allerdings die Lésung vor der Ein- 
wirkung des Tageslichtes im allgemeinen geschiitzt wurde. 

Im Trockenzustand ist das Ferment ungeschwiicht mo- 
natelang haltbar. Als Beweis dafiir seien folgende Versuche 
angefiihrt : Die aus einem Teile einer nach Senter hergestellten 
'rischen Trockensubstanzprobe gewonnene Fermentlésung er- 


1) Hoffmann und Spiegelberg, Wochenschrifit f. Brauerei, Bd. 
XXII. Nr. 32. 
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gab am 27. Juni 1910 unter bestimmten Versuchsbedingungen 
die Reaktionskonstante 499. Aus einem anderen Teile derselben 
Trockensubstanzprobe wurde annihernd in der gleichen Weise 
am 2%. Februar 1911 eine Fermentlésung hergestellt, welche, 
unter denselben Versuchsbedingungen untersucht, die Reaktions- 
konstante 414 lieferte. Der geringe Unterschied beruht darauf, 
daf} der erste Versuch in sogenannter neutralisierter LOsung 
(siehe spiiter) ausgefiihrt wurde, was, wie ebenfalls spiter aus- 
gefiihrt werden wird, immer eine Erhdhung der Reaktions- 
geschwindigkeit zur Folge hat. Die Trockensubstanz war in 
gepulvertem Zustande in einer gewohnlichen Pulverflasche bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt worden und hatte also an Ak- 
tivitat in etwa 8 Monaten so gut wie nichts eingebiibt. Bei 
den Fermentlisungen ist das Kthlhalten unbedingt erforderlich, 
um sie unveriindert aktiv zu erhalten. Bei Zimmertemperatur, 
auch bei Gegenwart von Chloroform, geht schon innerhalb 
2% Stunden die Aktivitét stark zuriick, ohne daB eine sicht- 
bare Veriinderung der Lésung zu beobachten wiire. Ist die 
Losung von vornherein triibe, so treten auch bei 0° leicht 
Schwiichungen der Aktivitét ein, wobei sich gleichzeitig dann 
meist ein geringer Bodensatz bildet. Ob diese Erscheinung, die 
nur gelegentlich auftrat, auf einem direkten Ausfallen der ak- 
tiven Substanz beruht, oder ob andere als Verunreinigungen 
ja stets vorhandene Stoffe beim Ausfallen ihrerseits geringe 
Mengen aktiver Substanz mit niederreifen, liefi sich der sehr 
geringen Menge dieser Niederschliige wegen nicht sicher fest- 
stellen. Diese Empfindlichkeit der Fermentldsung macht es je- 
denfalls bei einer grOSeren Versuchsreihe, die sich iiber mehrere 
Tage erstreckt, notwendig, die Aktivitét der Fermentlisung 
tiiglich durch einen Normalversuch zu kontrollieren. 

Die bisher geschilderten Beobachtungen gelten ftir die 
nach Senterscher Vorschrift hergestellte Fermentlésung. Wir 
haben aus verschiedenen Griinden das nach Senter hergestellte 
Fermentpriiparat noch einer weiteren Reinigung unterzogen, 
indem wir es mit Wasser mdoglichst vollstandig extrahierten 
und den Extrakt darauf noch einmal in der gleichen Weise, 
wie von Senter vorgeschrieben ist, mit Alkohol fallten. Der 
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ziemlich geringfiigige Niederschlag wurde darauf in der gleichen 
Weise gewaschen, getrocknet und die feucht gelbliche, nach 
dem Trocknen briiunliche gelatindse Masse von neuem extra- 
hiert. Die hiernach erhaltene Losung bleibt auch nach beliebig 
hiiufigem Filtrieren durch gehirtetes Filter opalisierend triib, 
und diese Triibung wird sehr stark, wenn man die filtrierte 
Lisung weiter verdiinnt. Man kann die Zunahme der Triibung 
so gut wie vollstindig vermeiden, wenn man zur Verdiinnung 
an Stelle von destilliertem Wasser physiologische Kochsalz- 
ldsung verwendet. Dann erhilt man fast vollig klare verdiinnte 
Losungen, die sich auch nach mehrtiigigem Stehen nicht merklich 
triiben. Es ist jedoch zu beriicksichtigen, dai nach Senter?) 
und auch nach Lockemann und seinen Mitarbeitern?) Chlor- 
natrium die Aktivitiéit der Katalase an sich etwas hemmt. Ein 
Kinflu8 der besprochenen Verdiinnungstriibung auf die Aktivitiit 
der Fermentlésung konnte merkwiirdigerweise nicht festgestellt 
werden. Die Fermentlésung zeigte sofort nach der Herstellung 
der Verdiinnung etwa die gleiche Reaktionskonstante wie nach 
lingerem Stehen. Es muf also in diesem Falle angenommen 
werden, dafi die Triibung entweder nicht aus aktiver Substanz 
besteht, oder daB die Fermentlisung durch den Ubergang aus 
den optisch klaren in den triiben Zustand in ihrer Wirkung 
nicht veriindert wird. 

Wie sich ungefihr die Ausbeute an Hiimase bei der Iso- 
lierung nach der Senterschen Methode ergibt, mégen folgende 
Angaben darlegen. 21 lackfarbene Blutl6sung ergeben an Alkohol- 
fillung 11,12 g Trockensubstanz, 1 ccm einer aus 1g davon 
mit 50 g Wasser hergestellten Extraktfliissigkeit in der Ver- 
diinnung 1 : 500 gab eine Konstante 712; 4 ccm der Blutlésung, 
die, wie eine einfache Rechnung ergibt, etwa derselben Ferment- 
menge entsprechen, geben unter genau den gleichen Bedingungen 
die Konstante 895. Eine unter ebenfalls genau den gleichen 
Bedingungen untersuchte und hergestellte andere Himaselésung 
gab die Konstante 780. Es ist dabei zu betonen, daf durch 
den ca. 55°/oigen Alkohol die Katalase vollstiindig gefiillt sein 


1) a. a. O. 
*G a & 
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mufte. Denn weder die nach dem Abfiltrieren des ersten 
Niederschlags erhaltenen alkoholischen L6sungen noch die bei 
lingerem Stehen sich abscheidenden neuen Niederschlage in 
dieser alkoholischen Fliissigkeit zeigen noch merkliche Aktivitit. 
Dies ist auch deshalb erwahnenswert, weil aus einem wiasserigen 
Auszug von Schweinsleber, der ebenfalls eine sehr aktive 
Katalaselésung liefert, durch 55 °/oigen Alkohol keineswegs siimt- 
liche Katalase fallbar ist. Die Hauptmenge der aktiven Sub- 
stanz fallt nach unseren Beobachtungen hier erst, wenn die 
Alkoholkonzentration etwa 75°/o erreicht hat. 

Bei der Reinigung der Haimaseldsung liegen die Verhiilt- 
nisse folgendermafen: 9 g Trockensubstanz lieferten nach er- 
neuter Fillung einen Trockenriickstand, der, da er zu fest am 
Filter haftete, nicht ohne Verluste genau zur Wiigung gebracht 
werden konnte, aber sicher nicht mehr als 0,5 g betrug und 
dieser Gesamtriickstand lieferte dann mit 100 ccm Wasser 
extrahiert in der weiteren Verdiinnung 1:5 eine Reaktions- 
konstante von 773. Ob also bei der Behandlung der Himase- 
losung mit Alkohol ein erheblicher Anteil der fermentativen 
Wirkung zerstért wird, erscheint fraglich, denn es ist zu be- 
riicksichtigen, daB weder die nach Senter durch blofes An- 
riihren des Trockensubstanzpulvers mit Wasser bewirkten 
Extraktionen noch die durch Schiitteln vorgenommenen aus- 
reichen, um vollige Erschépfung der Substanz an Ferment zu 
erzielen. Die friiher erwéhnten Versuche lassen dies ohne 
weiteres erkennen. ') 

Die Ansicht Senters, da mit ca. 55°/oigem Alkohol nahezu 
das ganze Hiimoglobin in Lésung bleibt, konnen wir nicht 
teilen. Es wird zunichst ohne Zweifel ein grofer Teil des 
Hiimoglobins gefallt, was aus der tiefbraunen Farbe des Nieder- 
schlags hervorgeht. Anderseits konnten wir bestatigen, dab 
die wiisserigen Ausziige der Fiillung weder oxydierende Kigen- 
schaften zeigten, noch das Spektrum des Hamoglobins er- 


kennen liefen. 
Zur Beseitigung von nicht kolloidal gelésten Verunreini- 


1) Sehr alkoholempfindlich scheint die erwahnte Pilzkatalase aus 
Boletus scaber nach H. Euler zu sein. 
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cungen wire die Dialyse am Platze gewesen, die ja schon 
hiiufig zur Befreiung der Fermentlésungen von Salzen ange- 
wendet worden ist. Schon Issajeff hat jedoch gezeigt, dab 
bei der Dialyse der Lésung seiner Hefekatalase eine sehr be- 
deutende Schwiachung der Aktivitiit zu beobachten ist. Wir 
konnten diese Beobachtung bei der Blutkatalaselisung bestiitigen. 
Die Aktivitét einer solchen Lésung ging durch mehrtiigiges 
Dialysieren gegen fliefendes Wasser im Pergamentbeutel von 
k = 640 auf k = 50 herab. Ahnliche Beobachtungen wurden 
auch mit anderen aktiven tierischen Gewebelliissigkeiten ge- 
macht. Ob die Katalase deshalb als dialysierbar zu bezeichnen 
ist, erscheint noch fraglich. Es scheint, als sei der Fortschritt 
der Dialyse haéufig mit einer Triibung der LOsungen verbunden. 

Demgegeniiber scheint in der vorhin geschilderten Lang- 
samkeit, mit welcher die getrockneten und gepulverten Alkohol- 
faillungen den aktiven Stoff an das Extraktionswasser abgeben, 
ein brauchbarer Weg erdffnet, zu mineralstoffarmen Ferment- 
losungen zu gelangen. Denn es war von vornherein anzu- 
nehmen, dafi die leichtléslichen Salze in die ersten Anteile der 
Extraktionsfliissigkeit tibergehen wiirden. 

Wie erwiihnt, war es manchmal nicht mdglich, durch 
bloBes Filtrieren durch gehiértetes Filter klare LOsungen zu 
erhalten. Da es wichtig schien, festzustellen, ob die suspen- 
dierten Teilchen aktive Substanz darstellten, wurden diese 
Losungen durch Berkefeld-Filter filtriert. Dabei resultierten 
stets vollig wasserklare LOsungen von wesentlich geringerer 
Aktivitét. Es war aber keine Beziehung zwischen Triibungs- 
grad und Abnahme der Aktivitit festzustellen. Vielmehr scheint 
die auf Absorption der aktiven Substanz durch das Filter be- 
dingte Schwachung gerade um so stirker zu sein, je reiner 
die Fermentlésung war. So ergab zum Beispiel der erste 
Extrakt einer ersten Alkoholfaillung durch die Filtration eine 
Abnahme von 119 auf 94,5, der zweite Extrakt derselben 
Fallung eine Abnahme von 590 auf 465, der Extrakt einer 
zweiten Alkoholfallung erlitt dagegen eine Aktivititsabnahme 
von 650 auf 110. Die Filtration wurde hier selbstverstandlich 
immer in der gleichen Weise ausgefiihrt, es kam stets ein 
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neues Filter zur Anwendung und die ersten Mengen des Fil- 
trats wurden stets verworfen. Die Aktivitaét der mit verschie- 
denen Kerzen hergestellten Filtrate derselben Fermentlosungen 
war anniihernd gleich. Es wurde z. B. gefunden das eine Mal 
344, das andere Mal 322. Auch die vollig klare lackfarbene 
Blutlisung erleidet bei der Filtration durch Berkefeld-Filter 
eine sehr erhebliche Schwiichung ihrer Aktivitit. 


Versuchsanordnung bei den kinetischen Messungen. 


Zur messenden Verfolgung des Reaktionsverlaufs der fer- 
mentativen Hydroperoxydzersetzung eignet sich am besten die 
Methode, welche dazu den Hydroperoxydverbrauch wiahrend 
der Reaktion durch titrimetrische Bestimmung der Wasserstoff- 
superoxydkonzentration in dem Reaktionsgemisch benutzt. Auch 
die gasometrische Methode (Messung des entwickelnden Sauer- 
stoffs) ist angewandt worden.!) Jedoch ist sie umstéandlicher 
und vor allem, wenn die Menge der Versuchsfliissigkeit grof 
gewiihlt werden muB, infolge der Gasabsorption durch diese un- 
genauer. Voraussetzung zur Anwendung der ersten Methode ist, 
dai das Hydroperoxyd nur in der zu messenden fermentativen 
Katalyse, und nicht anderweitig verbraucht wird. Eine solche 
Komplikation kann eine doppelte Ursache haben. Entweder es 
sind noch andere Katalysatoren zugegen, die eine katalytische 
Spaltung des Peroxyds herbeifiihren, oder Stoffe, die das Per- 
oxyd direkt oder indirekt (Peroxydase) oxydiert. Das Fehlen 
der Peroxydase in der Senterschen Katalaselésung ist durch 
das Versagen der Guajakprobe nachgewiesen, ebenso das Fehlen 
merklich oxydabler Stoffe. Schwieriger ist die Vermeidung an- 
derer Katalysatoren, denn wenn auch ihre Wirkung unter nor- 
malen Bedingungen der Reaktion bei peinlicher Reinhaltung 
der Reaktionsgefiibe (Behandeln mit konzentrierter Schwefel- 
siiure und Kaliumbichromat und durch Ausdiimpfen) ausge- 
schaltet werden kann, so k6énnen sie sich doch auch unter 
Kinhaltung dieser Vorsichtsmafregeln unter gewissen ungiinstigen 
Versuchsbedingungen (héhere Temperatur, Alkalitit der Losung) 


1) z. B. v. Faitelowitz, 1. c. 
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sehr stOrend bemerkbar machen. Reaktionsgemische, in denen 
die Katalase durch Erhitzen oder durch starke Saéure unwirk- 
sam gemacht worden war, ergaben in unserem Falle jeden- 
falls keine merkbare Hydroperoxydzersetzung. 

Die Titration des Wasserstoffsuperoxyds erfolgt am besten 
mit Kaliumpermanganat in saurer Lésung. Stérend wirkt hier- 
bei der Reduktionswert des Fermentes selbst und der mit ihm 
gleichzeitig vorhandenen Verunreinigungen. Aus diesem Grunde 
laBt sich die Titrationsmethode nur anwenden, wenn es sich 
um relativ reine FermentlOsungen handelt. Senter hat fiir die 
Himaseldsungen gezeigt, dab der Reduktionswert hier vernach- 
lassigt werden kann. Issajeff hat bei seinen Versuchen mit 
Hefekatalase eine Korrektur angebracht, jedoch nichts Niaheres 
dartiber mitgeteilt, wie er ihre richtige Grifie festgestellt hat, 
obgleich es nach Versuchen, die wir hieriiber angestellt haben, 
ziemlich schwierig erscheint, diese Korrektur richtig zu be- 
stimmen. Denn die Oxydation der organischen Substanz erfolgt 
stets allmihlich und es hiingt also von der Schnelligkeit der 
Titration ab, wieviel man fiir sie in Rechnung zu setzen hat. 
Wir haben daher auch bei Versuchen mit unreinen Ferment- 
losungen (lackfarbene Blutlésung) von der Korrektur abgesehen 
und uns stets durch besondere Versuche iiber den ungefaéhren 
betrag des Fehlers und seines Einflusses auf die Versuchs- 
ergebnisse orientiert. 

Die zur Ausfiihrung der Titration zugefiigte Saure dient 
gleichzeitig dazu, die Reaktion zum Stillstand zu bringen. Sen- 
ter und Issajeff verfuhren so, dafh sie aus einem gréferen 
Gemenge des Reaktionsgemisches mit einer Pipette Proben in 
bestimmter Menge von Zeit zu Zeit entnahmen und diese in 
Sdure einfliefen lieBen. Dabei gibt natiirlich die Ausflufzeit 
der Pipette eine Unsicherheit in der Zeitbestimmung, wenn 
man die Verzugsdauer nicht zu grof wahlen will, was aus 
vielen praktischen Griinden als wiinschenswert erscheint. Der 
durch die AusfluBzeit bedingte Fehler wird in den ersten Teilen 
der Reaktion, in denen infolge der gréfSeren Reaktionsge- 
schwindigkeit Probenentnahmen schneller aufeinander folgen 
mussen, mehr ins Gewicht fallen als spiéter. Er scheint aber 
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bei Wahl geeigneter Pipetten klein genug, um vernachlassigt 
werden zu konnen. 

Die zu verwendende Kaliumpermanganatlosung ist még- 
lichst verdiinnt zu wahlen, da auch die Reaktion in verdiinnter 
Hydroperoxydlésung abléuft. Wenn man die KMnO,-Lésung 
vor Lichteinflu{ schiitzt, so éaéndert sie nach einigem Stehen 
ihren ‘Titer langere Zeit nicht mehr erheblich. Er kann tiber- 
dies mit Mohrschem Salz von Zeit zu Zeit kontrolliert werden. 
Der Titer der verdiinnten Hydroperoxydlisung, hergestellt durch 
Verdiinnen von Merckschem Perhydrol mit destilliertem Wasser, 
fndert sich in Glasgefiiben, auch wenn man diese vor Licht 
schiitzt, ziemlich schnell. Wir haben deshalb zuerst die Per- 
oxydlésung mit elwas Schwefelsiiure angeséuert aufbewahrt 
und fiir jeden Versuch neutralisiert. Spiiter, als wir die Neutrali- 
sation vermeiden wollten, haben wir die Hydroperoxydlésung 
bei jeder neuen Versuchsreihe frisch hergestellt. 

Bei Herstellung des Reaktionsgemisches verfuhr Senter 
in der Weise, dai er Fermentlosung und Hydroperoxydlésung 
nach geniigender Verdiinnung zu gleichen Volumina zusammen- 
gob. Es wurde bei Beginn der Reaktion also die Ferment- 
konzentration nur auf die Hillte herabgesetzt. Wir verfuhren 
gewOhnlich so, dab wir die Katalasel6sung, die in stirkerer 
Konzentration, gewohnlich zu 50 Teilen Extraktwasser auf 
1 Teil Trockensubstanz hergestellt war, direkt oder nach un- 
wesentlicher Verdiinnung in geringer Menge zu der vorher 
auf die erforderliche Verdiinnung gebrachten Hydroperoxyd- 
losung fiigten, wobei im allgemeinen eine Verdiinnung min- 
destens auf das Zehnfache eintrat. Senter hat die oben be- 
schricbene Versuchsanordnung vielleicht gewahlt, weil er 
glaubte, dali die Hiimasel6sung als kolloidales Gebilde bei der 
Verdiinnung Hysteresiserscheinungen zeigen k6nnte, die sich 
in einer Beeinflussung des Reaktionsverlaufes auBern kénnten. 
Soleche StOrungen miibten natirlich bei unserer Mischungs- 
methode deutlicher hervortreten. Wir haben, wie die spater 
mitgeteillen Versuche zeigen werden, etwas derartiges nicht 
feststellen kénnen, weshalb, wie gesagt, der gréBte Teil der 
Versuche in der oben beschriebenen Weise ausgefiihrt wurde. 
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Um den Fehler zu eliminieren, welcher durch die Un- 
bestimmtheit des Zeitpunktes des Reaktionsbeginns sich ergab, 
denn weder der Fermentzusatz, der allerdings héchstens 10 ecm 
betrug, noch die erforderliche Durchmischung des Reaktions- 
gemenges konnte momentan stattfinden, wurde der Reaktions- 
verlauf stets von einem spiteren Zeitpunkt (ca. 1—2 Minuten 
nach Zusatz der Fermentlosung) an gerechnet. 

Die Versuche wurden bei 0°, bei Zimmertemperatur und 
bei 30° ausgefiihrt. Bei den 0°-Versuchen befanden sich die 
Reaktionsgefafe in Eis und die Reaktion wurde erst in Gang 
gebracht, nachdem festgestellt war, dab die Fliissigkeit auf 0° 
abgektihlt war. Die Fermentl6sung wurde vor dem Zusatze 
gewohnlich auch auf 0° vorgekiihlt. Doch stellte es sich heraus, 
daB es ohne jeden Einflu{ auf die Reaktion ist, ob dies ge- 
schieht oder nicht, vorausgesetzt, dafi die zugesetzte Menge 
Ferment nicht so grof} ist, dal sie die Temperatur des Re- 
aktionsgemisches wesentlich iindert. Fiir die Versuche bei 30° 
befanden sich die Versuchsk6élbchen in einem auf diese Tem- 
peratur gebrachten Thermostaten und die Probeentnahme er- 
folgte ohne Entfernung der Kolbchen aus diesem. Auch hier 
wurde durch Versuche festgestellt, dai} Vorwirmen der Ferment- 
ld6sung vor dem Zusatze den Reaktionsverlauf nicht beeinflubt. 
Uberhaupt erscheint die Temperatur beziiglich ihres Einflusses 
auf die Reaktionsgeschwindigkeit als ein relativ untergeordneter 
Faktor bei diesen Versuchen, da, wie sich zeigen wird, der 
Temperaturkoeflizient der Reaktion auberordentlich gering ist. 
Da jedoch der Einfluf{B anderer Faktoren auf die Reaktion sich 
mit der Temperatur in auffallender Weise iindert, so haben 
wir uns bemiiht, wihrend des Versuchs die Temperatur stets 
vollig konstant zu erhalten. 

Zur Verdiinnung der Lésungen diente destilliertes Wasser. 
Da wir in einem Falle Verunreinigungen darin vermuteten, die 
den Reaktionsverlauf st6ren konnten, wurde eine gréBere Reihe 
von Versuchen mit einem destillierten Wasser anderer Herkunft 
ausgefiihrt, ohne da® jedoch der geringste EinfluB dieser An- 
derung der Versuchsbedingungen auf die Aktivitaét des Ferments 
und den Verlauf der Katalyse hatte festgestellt werden kénnen. 
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Kinetische Messungen mit Blutkatalase. 


a) EinfluB der «Vorgeschichte» der Fermentlésung 
auf ihre Wirkungsweise. 

Die Versuche, tiber die nun weiterhin berichtet werden 
soll, sind in strengem Anschluf an die Senterschen Versuchs- 
bedingungen ausgefiihrt, welche nach seiner Annahme einen 
monomolekularen Verlauf der Reaktion garantieren. Die ver- 
wendete Hydroperoxydlésung war ca. !/200-n, hergestellt durch 
Verdiinnen von Merckschem Perhydrol mit destilliertem Wasser. 
Die Versuchstemperatur betrug 0°. Die folgende Tabelle 1 
zeigt eine Zusammenstellung der so angestellten Versuche, bei 
denen 5 bezw. 10 ccm der Fermentlésung, die aus verschie- 
denen Blutproben (in der Reihenfolge, in der sie verarbeitet 
wurden, mit den grofen Buchstaben des Alphabets bezeichnet) 
hergestellt waren, zu 500 ccm !/200-n-Hydroperoxydlésung zu- 
gefiigt wurden. Von den 3 Kolumnen der Versuchsreihen ent- 
hilt die erste die Angabe der Zeit, bei welcher die Pipette in 
die mit verdiinnter Schwefelsiure beschickten TitrierkOlbchen 
zu flieBen begann, von dem Zeitpunkte des Zusatzes der Ferment- 
losung zur Hydroperoxydlésung an gerechnet, die zweite die 
Zahl Kubikzentimeter Kaliumpermanganat, welche die zur be- 
treffenden Zeit entnommenen Proben verbrauchten, die dritte 
die nach der Reaktionsgleichung erster Ordnung berechneten 
K-Werte mit 104 multipliziert. In dieser Weise sind auch 
siimtliche weiteren Versuche registriert. Die Berechnung der 
K-Werte geschah nach der die Abweichungen im Reaktions- 
verlaufe deutlicher zeigenden Forme! : 

0.4545 -K = ; E 7 log = 
rr 2 
wobei t, und t, zwei aufeinander folgende Zeitpunkte der 
Probenentnahme, ec, und ¢, die ihnen entsprechenden Titrations- 
werte bedeuten. 

In Tabelle 1 sind also eine Anzahl Versuche zusammen- 
gestellt, die unter den Senterschen Normalbedingungen ange- 
stellt wurden, mit aus verschiedenen Blutproben hergestellten 
Fermentlosungen. Abgesehen von den Verschiedenheiten der 
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Blutproben, die stets ganz frisches defibriniertes Rinderblut 
darstellten, das in der von Senter vorgeschlagenen Weise 
mit kohlensdéuregesattigtem Wasser lackfarben gemacht worden 
war, ist die Darstellungsweise der Fermentlésungen insofern 
verschieden, als das anfangliche Verhaltnis von Trockensubstanz 
zu Extraktionswasser, ferner die Mischungsweise und die Dauer 
der Extraktion, bevor die Filtration der Extraktfliissigkeit er- 
folgte, etwas variiert. Eine Folge davon ist nach dem oben 
schon Mitgeteilten die Verschiedenheit der Reaktionsgeschwin- 
digkeit, wie sie sich in der Héhe der K-Werte erkennen abt, 
ferner, worauf auch schon eingegangen ist, der verschiedene 
Triibungsgrad der Fermentlosungen. Betrachtet man den Re- 
aktionsverlauf jeder Einzelreaktion, wie er sich aus den K-Werten 
fiir verschiedene Phasen der Reaktionen ergibt, so laft sich ein 
einigermafen geniigender AnschluB an den monomolekularen 
Reaktionsverlauf nur in wenigen Fallen erkennen, in den tibrigen 
finden sich sehr erhebliche Abweichungen davon, und wie ein 
Blick auf die Tabelle lehrt, laBt sich ein Zusammenhang zwischen 
den Abweichungen und den an dem Kopf jeder einzelnen Ta- 
belle wiedergegebenen Bereitungsarten der Fermentlésungen 
nicht feststellen. Insbesondere ist, was wir natiirlich zunichst 
vermuteten, eine Beziehung zwischen Triibungsgrad der Ferment- 
losung und Reaktionsverlauf nicht zu konstatieren. Wir haben 
auber den hier mitgeteilten Versuchen noch eine grofere Reihe 
solcher Normalversuche, wie wir sie kurz nennen wollen, an- 
gestellt, ohne von der Auffassung abzukommen, daf das Aul- 
treten eines streng monomolekularen Verlaufs der Reaktion als 
zufiillig anzusehen ist und daf es die Regel bildet, daf die 
K-Werte einen mehr oder minder deutlich ausgeprigten ab- 
steigenden Gang erkennen lassen, der also so zu deuten wire, 
daB die Reaktion in ihrem spéteren Verlaufe sich mehr oder 
weniger verlangsamt, wenn man an der Annahme festhialt, dab 
die fermentative Hydroperoxydzersetzung eine monomolekulare 
Reaktion darstellt, deren Geschwindigkeit proportional der je- 
weiligen Hydroperoxydkonzentration ist. Senter, der unter 
den angewandten Bedingungen von Temperatur und Peroxyd- 
konzentration fast stets einen monomolekularen Verlauf der 




















; 


Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. I. 251 


Reaktion beobachtet hat, mu8 also zufallig Blutkatalase- 
lésung in den Handen gehabt haben, die den in Versuch IV 
und V aus Blutprobe D und C gewonnenen entsprechen wiirden. 
Es ist sehr bedauerlich, daf er bei den zahlreichen Messungen, 
die in seiner zweiten Arbeit sich vorfinden, sich mit der An- 
gabe nur eines K-Wertes begniigt hat, sodafi sich nicht fest- 
stellen laBt, ob auch bei allen diesen Versuchen der mono- 
molekulare Verlauf gewahrt blieb. Jedenfalls schien uns nach 
dem vorliegenden Versuchsmaterial ein deutlicher Unterschied 
im Verhalten unserer Katalasel6sungen im allgemeinen gegen- 
iiber denen Senters vorzuliegen und wir haben zunichst die 
Ursache dieser Erscheinung zu ergriinden versucht, in der Auf- 
fassung, daB es sich um ein anormales Verhalten in unseren 
Versuchen handelte und daf der Gang. in einer Beeintrichtigung 
der Fermentwirkung irgend welcher Art beruhe. Senter hat, 
wie schon dargelegt, den Gang nur bei héherer Hydroperoxyd- 
konzentration und hoOheren Temperaturen gefunden und daraus 
geschlossen, daf er in einer zerst6renden (oxydierenden) Neben- 
wirkung des Wasserstoffsuperoxyds auf das Ferment zu suchen 
sel. Diese Erklirungsmoglichkeit fiir die beobachteten Ab- 
weichungen schien uns zunachst fernliegend, weil wir den Gang 
unter den Normalbedingungen gefunden hatten, und wir suchten 
die Ursache dafiir daher zundchst in den Eigenschaften der 
Fermentlosung selbst. Da es sich bei unseren Fermentlésungen 
um, wie im allgemeinen ja stets, offenbar kolloidale, infolge- 
dessen in ihrem LOsungszustande leicht veranderliche und um 
stets mit mehr oder weniger grofen Mengen von Fremdstoffen 
verunreinigte LOsungen handelte, so konnten auch bei ganz 
gleicher Darstellungsweise Verschiedenheiden vorhanden sein, 
die sich einmal auf den Zustand des gelésten Ferments, ander- 
seits auf die Art und Menge der Verunreinigungen beziehen 
konnten. In Riicksicht auf den ersten Gesichtspunkt haben wir 
zundchst den Einflu$8 des Alters der Fermentlésung auf den 
Verlauf der Hydroperoxydzersetzung festgestellt. Eine hiertiber 
angestellte Versuchsreihe ist in Tabelle 2 mitgeteilt. Eine 
frisch bereitete Fermentlésung wurde sofort nach der Filtration 
untersucht, der Rest in zwei Teile getrennt, zum Teil mit, zum 
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Tabelle 2. 


Einfluf des Alters der Fermentlésungen auf den Verlauf der H,O,-Zersetzung. 
Blutprobe D (vgl. Tab. 1/1) 5 cem +- 500 ccm H,O,-Lésung ca. '/200-n. 0° 

















I. Il. III. 
frisch filtriert 2 Tage alt 16 Tage alt 

2 | 29.64! 2 | 9913) | 2 | 29.73. 
. } | 508 coal | 517 . | 550 
Mit 6’ | 18,56) 5’ | 20,38 5’ | 20,34 
10° | 12 98 | 453 gy | 14.62 481 g | 14.44 496 
Chloro- Peseta | 465 | vo 482 and 484 
14° | 7,97) | 11’ | 10,48 ; 11’ | 10,34 : 
form _..| 405 | " 467 _| 436 

18’ | 5,24! 14’ | 7,59 . 14° | 7,65 
|  _ | 878 | | 461 “ 499 

22’ | 3,70) 17 | 5,56) il 5,42 | 
| ——— 

ons a 2’ | 28.50 2’ | 36,00 
| | | a 330 

Ohne | — | — | 5’ | 19,57) _. 5’ | 28,66) 

| | = ? P 513 357 

. — | — | 8’ | 13,83 8’ | 22.39 
Chloro- wis 476 , 374 
— — | 11’ 9,88 | ste 11/ | 17,29 | ane 
form — | 4 | 692) | 46° | 4134) 7" 
| — | 476 | 38d 

- — | 17’ | 4,98 21 | 7,28) 

















Teil ohne Chloroform in verschlossenen Kélbchen im Dunkeln 
bei Eisschranktemperatur auf bewahrt und nach 2 bezw. 16 Tagen 
wieder unter genau den gleichen Versuchsbedingungen gepriift. 
Ein Einfluf{ des Alters der Fermentlésung auf ihre Aktivitit 
und die Art ihrer Wirkung ist bei den mit Chloroform sterili- 
sierten K6élbchen nicht festzustellen, insbesondere bleibt der 
an der sofort nach der Filtration gepriiften Fermentlésung fest- 
gestellte Gang unverinderlich erhalten. Das chloroformfreie 
Kélbchen zeigte nach 16 Tagen jedenfalls infolge bakterieller 
Zersetzung eine deutliche Schwachung der Aktivitét; ob die 
gleichzeitig auftretende Konstanz der K-Werte hiermit etwas 
zu tun hat, laBt sich nicht sagen. Die Fermentschwiachung 
laBt sich, wie schon erwihnt wurde, in Tagen herbeifihren, 
wenn man die Kélbchen bei Zimmertemperatur stehen 1abBt. 
Dabei ist jedoch niemals eine Verbesserung der Konstanz der 
K-Werte beobachtet worden, sodaB die eben beschriebene Er- 
scheinung mehr als eine zufillige angesehen werden muB. 

Es ist erwiéhnt worden, daB bei feiner Pulverung der 
Trockensubstanz und wenn diese mit dem Extraktionswasser 
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auf der Schiittelmaschine geschiittelt wurde, was beides zum 
Zweck einer moglichst vollstindigen Extraktion des Ferments 
erwunscht war, meist keine véllig klaren Loésungen erhalten 
werden konnten. Obwohl schon, wie erwiihnt, aus Tabelle 1 
hervorgeht, daf ein direkter Zusammenhang zwischen Klarheit 
der Lésung und dem Gang nicht bestand, war es doch wichtig, 
ein und dieselbe Loésung in klarem und triibem Zustande zu 
untersuchen. Dazu bietet die Filtration durch Ton ein passen- 
des Mittel, wobei stets vollig klare Lésungen erhalten werden. 
In Tabelle 3 sind einige Versuche hieriiber zusammengestellt. 
Es ist ohne weiteres zu sehen, dai, abgesehen von der starken 
schon besprochenen Schwaéchung der Aktivitit durch die Fil- 
tration, ein Einfluf dieser auf den Verlauf der Reaktion nicht 
zu konstatieren ist. Samtliche Fermentlésungen, die unter den 
Normalbedingungen unfiltriert einen Gang zeigen, ergaben den 
ungefaéhr gleichen Reaktionsverlauf auch nach der Filtration, 
wonach es ausgeschlossen erscheint, die Ursache des Ganges 
in einer Triibung der Lésung zu sehen. Versuch 1 ist direkt 
mit der zur alkoholischen Fallung verwendeten lackfarbenen 
Blutldsung ausgefiihrt, die also auBber dem Hiimoglobin noch 
die tibrigen Bestandteile des Blutserums, abgesehen vom Fibrin, 
enthalt, Versuch 4 mit einer gereinigten Hiimaseldsung, von 
der gleich die Rede sein wird. Auch bei diesen sehr unreinen 
bezw. sehr reinen Fermentlésungen ist kein Einfluf der Filtra- 
tion durch Berkefeld-Filter zu bemerken. 

Eine Ursache des Ganges der K-Werte, die mit der 
kolloidalen Natur der Fermentlésung in Zusammenhang stehen 
wiirde, konnte endlich noch in einer schon betonten Abweichung 
der Versuchsordnung von derjenigen Senters erblickt werden. 
Wie schon dargelegt, verfuhr Senter so, dafi er die Ferment- 
losung schon vorher soweit verdiinnte, daf er zur Einleitung der 
Reaktion gleiche Teile Peroxyd- und Fermentlésung zusammengoB. 
Damit vermied er eine plétzliche Verdiinnung der Fermentlisung 
bei Beginn der Reaktion. Setzt man dagegen, wie es bisher bei 
den geschilderten Versuchen geschehen war, die Fermentlésung 
in geringerer Menge (etwa 5 ccm) zu einer relativ groBen 
Menge Peroxydlisung (500 ccm), so ist natiirlich die plotzliche 











Tabelle 3. 


Kinflu&8 der Berkefeld-Filtration auf das Verhalten der Fermentlésung. 


















































——————EEEEEe a eapeemene ' . . - - = 
I. Il. lil. IV. 
™ 1. Auszug aus dem Riick- . ‘ 
Nach Senter hergestellte Fermentlésung von stand der vorigen Ferment- ee a 
lackfarbene Blutlisung Blutprobe E lésung mit 300 cm Wasser:} dates i. 8 i am 
2ccem + 500 ccm (vgl. Tabelle 1, VI) Gelbrote, schwach triibe + 500 ecm H.0.-Lé sung 
~ os 1? 1 st - ss 
S H,0,-Lésung */200-n 5 ecm -++ 500 ccm H,0,- ihe bps sag Pal ‘/eoo-n: Fast klare, farblose 
o (neutralisiert), 0° Lésung ‘/200-n, 0° eaaa* 20 5 Flissigkeit, 0° 
o /eoo-n, 30 
nN 
4 2/ 13,08 2/ 31,81 2 27,81 , 2! 37,42 
= Durch 595 116 590 | 835 
co) 5/ 8,67 6/ 28,52 5/ 18,50 i 4! 25,48 Z 
ng gehartetes : 502 Ni 99,0 “i 550 672 
= a 6,88 11’ 25,46 9’ 12,65 by 6/ 18,70 
‘6 Filter , 433 4S 88,4 516 ) 632 
ho 10 5,10 pi 20 21,20 11 8,86 8 13,98 is 
pees filt ° t ae 437 . , 83,4 - 508 544 
S Lerier 12’ 4,17 40 14,44 14 6,24 10’ 10,88 
© 7 398 on 476 | 598 
S 15/40"| 2,97 — — | i” | 249 | 12’ | 826 | 
Db Wasserklar, Wasserklar, eT ae 
re ganz schwach gelblich ganz schwach gelblich Klare, farblose Flassigkeit. 
o 2 | 14,59 — | 2°40") 31,97 | ; 2 | 958) 4’ | 47,62 | 
7 | 22: BB 94,5 Sa _ | 465 | 110 
Durch 5’ — 12,49 _ “30”; 30,39 5’ | (21,45 | 8 43,04 | 
- 274 72,9 wee —— | 91,3 
| 11,01 | | 10° 27,71 | 8° | 16,25 | 12’ 39,57 | 
Berkefeld- | 234 | — 64,1 . oe 386 | 821 
10° | 937 | | 20/ | 23,91 | | iv’) | 1245) 20° | 34,02 | _ 
Filt ze | Si 206 P y | = } 58.1 - i : ca { 371 P an 74,5 
ter 15’ | 7,41 | 31 | 20.64 | 15° | 885 | : 30° | 28,66 | 
= i | . | 200 | 43,1 iY Joe) ae | | oe 
a filtriert 27’ 10” 4.27 150 41° 18.69 20/ 5,9 | 4A)‘ 23,76 ! 68 P 
45/40") 2,16 | ~ — | —- | — | 68" 15,29 iia 
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Verdiinnung sehr erheblich, sodaB sich damit verkniipfte Ver- 
‘inderungen der Fermentlésung stark bemerkbar machen konnten. 
Solche sind nun bei hydratischen Substanzen und Kolloiden 
hiufig beobachtete Erscheinungen, und zwar gehen die mit der 
Verdiinnung verbundenen Veranderungen des Gleichgewichts- 
zustandes nicht momentan, sondern haufig langsam vor sich. 
Nimmt man nun an, da8 mit solchen Anderungen des kolloidalen 
Zustandes des Ferments Aktivitaétsinderungen einhergehen, so 
konnten diese wohl Ursache eines Ganges der K-Werte sein. 
Ein fliichtiger Blick auf die in Tabelle 4a und 4b zusammen- 


Tabelle 4a. 
Einfluf{ der Methode der Mischung von Ferment- und H,0,-Lésung. 
Blutprobe B. 0°. 


I. Il. 
a) Zu 500 ccm H,O,-Lésung a) 5 ccm Fermentlésung werden mit 
‘/so0-n. werden 5 ccm Ferment- | 250 ccm Wasser gemischt und 4 Stunden 
lésung zugesetzt. in Eis stehen gelassen. Dann mit 250 ccm 
91 aqui H,O,-Lésung '/s00-n. (also in der 
. aa 46,79 340 * Mischung ‘/400-n.) gemischt. 
11’ 30” 8,81 oe san 272 
280 5 14,87 re 
16’ 30” 6,43 , 4 251 
280 11 10,52 ss 
23’ 30” 4,11 jos i ane 253 
254 22 0,54 916 
NO/ ‘i D ) 
32’ 30 2,43 909 40! 2 26 
MM)’ 30‘ 1,65 


b) Zu 500 ccm H,O,-Lésung b) 10 ccm Fermentlésung mit 250 ccm 
‘/z00-n. werden 10 ccm Ferment- | Wasser gemischt, 5 Stunden in Eis stehen 


lésung zugesetzt. gelassen. Dann mit 250 ccm H,0,-Lésung 
1/20” 32,92 1/100-n. (in der Mischung ‘/200-n.) gemischt. 
4 90" 20.06 na 1/20" 33,88 ae 
8’ 20’ 11,28 — sale 7 564 
12/90" 6,47 604 10’ 20” 10,02 aaa 
16 20° 3,87 sei said ~_ pe 
22/ 20” 19 liaadl - 








gestellten Versuche lief diese Vermutung berechtigt erscheinen, 
denn es ergaben nach der Senterschen und unserer Methode 
ausgefiihrte Parallelversuche stets einen nicht unerheblichen 
Riickgang der Geschwindigkeit bei den nach Senter ange- 
stellten Versuchen, d. h. dann, wenn die Fermentlésung, nach- 
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dem sie langere Zeit in verdiinntem Zustande gestanden hatte, 
nun erst zu einem gleichen Volumen Peroxydlésung zugefiigt 
wurde. Jedoch konnte, wie die Versuche zeigen, auch so das 
Auftreten eines Ganges nicht vermieden werden, und wenn man 
die Anfangskonstante der nach Senter angestellten Versuche, 


bei denen also die verdiinnte 


Fermentlésung vorher 4 bezw. 


) Stunden in Eiswasser gestanden hatte, vergleicht mit den 
K-Werten des Normalversuchs nach einer viel ktirzeren Zeit, 
so ergibt sich aus der Differenz dieser Werte, daB der Gang 
im letzten Falle sicher nicht allein der Verdiinnungswirkung, 
wenn eine solche tiberhaupt vorliegt, zugesprochen werden kann. 


Tabelle 4b. 
Einfluf$ der Methode der Mischung von Ferment- und H,O,-Lésung. 
Blutprobe E. 0°. 


I. 
Fermentlésung zu 500 ccm H,0,- 
Lésung zugesetzt. 
a) 5 ccm Ferment -+- 500 ccm H,0,- 
Lésung 1/400-n. 


2/30” 19,94 , 
5! 30 18,37 on 
5! 30” 8, 
111 
10/ 30” 16,16 
, 102 
21/30” 12,48 | 
31/30 9.58 — 
31 50” 9,99 
" 110 
41/30” 4 
y 104 
58’ 30” 4,93 
‘ ‘ 102 
76/ 30” 3,23 


b) 5 ccm Ferment -+ 500 ccm H,0,- 
Lésung '/so-n. 


3’ 50“ 38,57 
122 
6/ 50” 35,46 ‘ 
a 105 
10/ 50% 32,18 é 
bel 105 
20/ 50” 25,26 
: 86,3 
31/ 50” 20,30 7 
: a 85,0 
42/ 50“ 16,37 : 
- 84,0 
57‘ 50” 12,25 
81,8 
37/50” 6,96 x 
, 81,5 
122’ 50” 3,61 





Il. 
H,O,-Lésung zu 500 ccm Ferment- 
lésung zugesetzt. 
a) 5ccm Fermentlésung -+- 500 ccm 
H,0,-Lésung */s00-n. Inkubation 100’. 
2/30” 21,30 


71,8 

5/ 30” 20,27 
72,8 

10/ 30” 18,64 
66,1 
20! 30” 16,01 | 
62,3 
30° 30” 13,87 ing 
71,4 
45! 30” 10,84 Riot 

74, 

70/ 30” 7,07 
: 77,9 

110/ 30” 3,45 


b) 5ccm Ferment + 500 ccm H,0,- 
Lésung */so-n. Inkubation 100’. 


3 40,86 
92.5 
6 38,33 
89,4 
10/ 35,30 
78,7 
21! 28,92 
77,7 
35! 22.51 
65,0 
50 17,98 
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Immerhin war es doch wiinschenswert, die Verdiinnung 
zu Anfang des Reaktionsverlaufs ganz auszuschliefen. Dies ist 
in den in Tabelle 4b unter II wiedergegebenen Versuchen 
erreicht, indem zu der bis zu der Konzentration der Reaktion 
verdiinnten und lingere Zeit (100 Minuten) bei Eiswasser aut- 
bewahrten FermentlOsung das Peroxyd in konzentriertem Zu- 
stande zugefiigt wurde. Abgesehen von der auch hier wieder 
deutlich auftretenden Schwaéchung des Ferments bei den Ver- 
suchen, in denen Peroxyd zu der verdiinnten FermentlOsung 
hinzugefiigt wurde, ist auch hier ein EinfluB auf den Gang nicht 
festzustellen. Die Versuche sind insofern besonders interessant, 
als sie mit einer Fermentlésung ausgefiihrt wurden, die tiberhaupt 
nur einen sehr geringen Gang unter den Normalbedingungen 
ergaben. Auch bei diesen Versuchen tritt die Erscheinung 
deutlich hervor, dafi die Reaktion bei vorausgegangener Ver- 
diinnung des Ferments langsamer verliuft als im anderen Falle, 
und daB diese Tatsache mit der Verdiinnung wirklich zusammen- 
hingt, wird dadurch wahrscheinlich, da sie verschwindet, 
wenn die Verdiinnung geringer ist, wie dies in dem Versuche, 
mit 20 ccm Fermentlosung der Fall ist, vgl. Tabelle 4c. Dah 
ein EinfluB8 auf den Reaktionsverlauf vorliegt, erscheint jedoch 
auch hier unwahrscheinlich. Zwar ist in Versuch 4b unter 
a der Gang gegeniiber dem Normalversuch aufgehoben und 
ebenso in 4c unter a wenigstens geringer geworden; dem 
stehen jedoch die anderen Versuche entgegen, bei denen kein 
KinfluB festzustellen ist, insbesondere auch der in Tabelle 4b 
unter b angefiihrte, in dem durch Erhdhung der Peroxydkon- 
zentration (siehe dariiber spiiter) der Gang kiinstlich gesteigert 
ist. Hier ist ein EinfluB8 der Mischungsmethode iiberhaupt nicht 
festzustellen. 

Da die Sentersche Hamaselisung, wie gesagt, sicherlich 
keine reine Fermentlisung darstellt und die Darstellungsmethode 
nicht ohne weiteres vollige Ubereinstimmung verschiedener 
Lésungen beziiglich des Gehaltes an Verunreinigungen garantiert, 
so muBten auch in dieser Richtung Versuche gemacht werden. 
Die Entfernung der Verunreinigungen konnte auf verschiedenem 
Wege angestrebt werden. 
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Tabelle 4c. 


Einfluf{§ der Methode der Mischung von Ferment und H,0,-Lésung. 
Blutprobe E. 0°. 


I. II. 
Fermentlésung zu 500 ccm H,0,- H,0,-Lésung zu 500 ccm Ferment- 
Lésung zugesetzt. l6sung zugesetzt. 
a) 10 ccm Ferment + 500 ccm a) 10 ccm Fermentlésung ++ 500 ccm 
H,O,-Lésung ‘/soo-n. H,0,-Lésung '/2:00-n., Inkubation 25’. 
2’ 10 36,91 3! 37,47 : 
321 . 235 
5/ 10” 26,57 6 31,85 
W 300 7 197 
11’ 10” 19,55 11’ 25,40 
283 222 
16’ 10” 14,44 17’ 18,70 : 
288 205 
21’ 10” 10,37 23’ 14,09 
y 280 222 
26/ 10” 7,51 30’ 9,85 
261 2 226 
36’ 10” 4,12 40/ 5,86 
b) 2 ccm Ferment -+- 500 ccm b) 2ccm Fermentlésung -+- 500 ccm 
H,O,-Lésung ‘'/aoo-n, H,0,-Lésung '/s00-n., Inkubation 230’. 
2° 80" 21,01 2/30” 21,23 
46,4 39,8 
17’ 30 17,90 7‘ 30” 20,28 
’ 38,7 31,3 
65/ 30” 11,67 17’ 30” 18,87 
34,1 . 31,1 
90’ 30” 9,59 42’ 30” 15,78 . 
7 32,2 33,9 
145’ 40” 6,38 67’ 30” 13,10 
29,6 30,9 
218’ 30” 3,88 90’ 30” 11,12 
¢) 20 cem Ferment -+- 500 ccm c) 20 ccm Ferment -- 500 ccm 
H,0,-Lésung ‘/4oo-n. H,0,-Lésung '/soo-n., Inkubation 95’. 
1/10” 18,30 : 1/20” 17,76 
ot 502 501 
3/10” 14,52 3/ 20” 14,10 
434 . 430 
5’ 10” 11,89 5f 20” 11,57 
410 405 
8/ 10” 8,96 11/20” 6,61 
. 410 386 
11’ 10” 6,75 _ 20’ 20° 2,97 
385 
20/ 10” 3,04 





Ein zur Reinigung von Fermentlésungen schon vielfach 
angewendetes Mittel ist die Dialyse, da die meisten Fermente 
nicht diffusibel sind, wahrend die Verunreinigungen, insbe- 
sondere die mineralischen Stoffe infolge ihres im allgemeinen 
kleineren Molekulargewichtes leicht durch die Membran dringen. 
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Fiir Katalaseldsung ist sie schon, wie erwiéhnt, von Issajeff 
angewendet worden, wobei sich ziemlich eigentiimliche Wir- 
kungen ergaben. Er glaubte, beobachtet zu haben, dab, wenn 
er mit groBeren Hefefermentmengen (dem Volumen nach) die 
Katalyse vor sich gehen lief, ein absteigender Gang der K-Werte 
auftrat und dafi dieser Gang durch Dialysieren der Ferment- 
losung zum Wegfall zu bringen sei, woraus er schlof, dal es 
sich dabei um die Wirkung von Verunreinigungen handle. Mit 
der Dauer der Dialyse sinkt jedoch die Aktivitéit des Dialysats 
auBerordentlich, so dafs es nicht klar ist, ob die Ursache des 
Riickgangs der Reaktionsverzégerung der Entfernung von Ver- 
unreinigungen oder nicht einfach dem Umstande zuzuschreiben 
ist, daf die Reaktion mit der dialysierten Loésung viel lang- 
samer verliuft. Issajeff hat nicht gezeigt, dab, wenn er durch 
VergroBerung des Zusatzes der dialysierten Fermentlosung 
die Reaktionsgeschwindigkeit auf ungefahr den anfinglichen 
Wert brachte, der beobachtete monomolekulare Verlauf er- 
halten blieb. Die Abnahme der Aktivitét der Fermentlésung 
lie} jedenfalls auf eine teilweise Diffusibilitaét der Katalase 
schlieBen. Mit den Senterschen Himaselésungen beobachteten 
wir ebenfalls eine starkere Abnahme der Aktivitiit beim Dia- 
lysieren durch eine Pergamentmembran und auch hier die 
Neigung des Dialysats zur Konstanz der K-Werte, ja in mehreren 
Fallen ist sogar eine ausgepragte Zunahme dieser wiihrend der 
Reaktion zu beobachten, sodaf wohl schon jetzt gesagt werden 
kann, da in der Dialyse ein ausgesprochenes Mittel vorliegt, 
den Reaktionsverlauf der fermentativen Hydroperoxydzersetzung 
zu modifizieren.!) Jedoch scheinen die hierbei auftretenden 
Vorginge so komplizierter Natur, daB wir es uns vorlaufig 
versagen miissen, auf diese Vorgiinge niher einzugehen. Es 
soll dies in einer spateren Mitteilung geschehen. 





1) Vgl. hiermit die interessanten Befunde beim Dialysieren von In- 
vertaselésungen bei Hudson und Paine (Journ. Amer. Chem. Soc., 
Bd. XXXII, S. 779 (1910), die beim Dialysieren zunichst eine starke 
Schwachung, darauf jedoch wiederum eine Zunahme der Aktivitaét be- 
obachteten; ferner Loew (Pfliigers Archiv, Bd. CII, S. 1), der zwei 
Katalasearten verschiedener Ldslichkeit festgestellt zu haben glaubt. 
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Tabelle 3d. 
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Finfluf&§ der Dialyse auf das Verhalten der Fermentlésung. 
—EEE—EE—E—EEEE————=——————————————— 





I. Il. Ill. 
Fermentlésung aus | Fermentlésung aus Blut- | Fermentliésung aus Blut- 
Blutprobe B. probe KE. II. Auszug | probe E. VI. Auszug mit 
(vgl. Tabelle 1): (vgl. Tabelle 3 III): Rét-]| 200 ccm Wasser. Nach 
Klare, schwach gelbliche | lichgelbe, schwach tribe] Filtration fast klare, 
Fliissigkeit. 5 ccm Fliissigkeit. 5 ccm -+- gelbliche Fliissigkeit. 
-+- 500 ccm H,0, */400-n, | 300 ccm H,O, '/200-n, 0°] 10 ccm +- 500 cem H,0, 
Q* Berkefeld-Filtrat ‘/g00-n, 0° 
o/ AN. | > mC ; / “| 4 907 
ep ‘ 30 | ici r 5! 31,50 1/50”; 41,29 | 294, 

or | 5/30” | 13,28 | 344. 4/50”! 35,36 | 179 
re | 297 10’ | 21,24 int mee i 
Ger 711/30”| 881 | -_ ™ 393 11/50" | 26,52 | 42» 

° | | 2 ) og e 
Dia- [a3'30") 441 | o 18’ | 11,74 20/50”! 18,16 | 425 
lys 2 fags anus 4 | cael 295 LO nO | ag | = 
YS© 132/30 | 2,43 209 33 4.23 40’ 50 | 9,32 151 

40! 30 | 1,65, | (s | 63/50"; 4,18 | 
Fast klare, schwach | Durch flockige Abschei-| Wie II. Flocken vor 
Te dung getriibte, aber ganz 
gelbliche Fliissigkeit farblose Fliissigkeit Versuch abfiltriert 
Nach Of) | OFS | / 91°57 
| 1/20 | 23.09 674. | 230"| 48,27 | 1’ | 21,59 i 
der | 4/90”! 29.04 | 50,0 154 | 20,80 | 

| | | 82,4] 5/30”) 46,63 : “un | 202 
Dia- |16/20” 17,55 np 47,4 50! 19,00 | We 
se [32°20"} 12,25 | [2 PO") ABBEY goo | 100° | 16,65 | 

51/20"! 7,22 12630") 36,93 | 1. | 236" | 1164 | 
ia _ | 126 | 40, | 10,9 
71° 20"| 4,05 40! 30 | 32,09 300’ | 9,92 



































Ein weiteres Mittel, das Ferment von anderen léslichen 
Verunreinigungen zu befreien, schien in der Langsamkeit zu 
liegen, mit der es aus der Trockensubstanz beim Stehen mit 
dem Extraktionswasser in dieses tibergeht. In Tabelle 6a und b 
sind Versuche angefiihrt, die unter den Normalbedingungen 
mit aufeinanderfolgenden Extrakten aus ein und derselben 
Menge Trockensubstanz angestellt waren. Aber obgleich, wie 
sich durch nebenher ausgefiihrte Leitfahigkeits-, Trockensub- 
stanz- und Aschebestimmungen zeigen lieB, der Gehalt an Ver- 
unreinigungen in den Extrakten mit der Zahl der ausgefiihrten 
Extraktionen stark zuriickging, so ist doch von einer Abnahme 
des Ganges wiihrend der Reaktion kaum zu sprechen. Man 


gewinnt nicht den Eindruck, als ob mit der sicher erreichten 
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Reinigung der Fermentl6sung eine Annaherung an den mono- 
molekularen Reaktionsverlauf stattfande. 


Tabelle 6b. 


Verhalten verschiedener Fermentlésungen, hergestellt durch aufeinander- 
folgende Extraktionen ein und derselben Menge Trockensubstanz. 
Blutprobe B, 10 g Trockensubstanz. 


Versuchsbedingungen: 500 ccm '/soo-n-H,O,. 0°. 














L Auszug II]. Auszug II. Auszug 


mit 500 ccm Wasser auf | mit 250ccm Chloroform- | mit 250 ccm Chloroform- 
Schiittelmaschine ge- | wasser auf Schiittel- | wasser nur mit der Hand 
schiittelt. Nach 2tagiger}| maschine geschiittelt. | umgeschiittelt. Nach 
Extraktion im Eis- | NachdtagigerExtraktion | 11 tagiger Extraktion im 
schrank durch gehartetes} im Eisschrank durch | Eisschrank durch ge- 
Filter filtriert: klare | gehartetesFilterfiltriert: | hartetes Filter filtriert: 

















schwach gelbliche klare, fast farblose klare, fast farblose 
Fliissigkeit: 5 ccm Fliissigkeit: 10 ccm Fliissigkeit: 10 ccm 
2/30” | 16.79 110” | 21,01 1‘10” | 20,16 
a | | 340 844 ‘i 60,9 
5’ 30” | 13,28 | 4/10” | 19,82 510” | 19,06 | 
| | 297 | 622 _. | 35,8 
11°30” | 881); 9/10” | 18,45) | 15/10” | 17,55 ‘ee 
| | 276 | 572 | | 35,5 
23/30" | 441) 29/10” | 14,18 27/10” | 15,91 | . 
| | 254 | 491 32,9 
32’ 30” | 2,43 | 41/10” | 12,38 40/10" | 14,42) 
| | 209 . | 491 |. 35.0 
40’ 30” | 1,65 | 127/10” | 4,68 54/10” | 12,88 





Auch eine Reinigung der Fermentlésung durch erneutes 
Fiillen mit Alkohol und Herstellung eines Extrakts aus dem 
so erhaltenen getrockneten Niederschlag bringt keine Anderung 
im Ablauf der Peroxydzersetzung hervor, wie die in Tabelle 7 
mitgeteilten Versuche mit aus zwei verschiedenen Blutproben 
hergestellten reinen Fermentlésungen erkennen lassen. Es ist 
schon mitgeteilt, daB die auf diesem Wege erhaltenen Losungen 
bei Verdiinnen mit destilliertem Wasser sich stark triiben, dab 
diese Triibung sich bei Anwendung physiologischer Kochsalz- 
ldsung als Verdiinnungsmittel vermeiden laBt. Aber ebenso- 
wenig wie die Aktivitét der Fermentlésung wird der Reaktions- 
verlauf hierdurch beeinflubt. Dieses Resultat schien besonders 
wichtig, weil zu erwarten war, daf durch die Reinigung der 
Reduktionswert der Fermentlésung auf ein Minimum _herab- 
gedriickt wurde. Ware also der Gang zum Teil durch den 
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hierdurch entstandenen Titrationsfehler bedingt gewesen, so 
hatte sich das hier zeigen miissen. 


Tabelle 7. 


Einflu&{ der Reinigung durch erneutes Fallen mit Alkohol auf das 
Verhalten der Fermentlésung. 
Versuchsbedingungen: H,O, ‘/so0-n. 0°. 


—————————————————————————————————— 
Blutprobe C, Blutprobe E. 


Herstellung des Extraktes aus dem jHerstellung des Extraktes aus dem 
Niederschlag der ersten Fallung |Niederschlag der ersten Fallung vgl. 


vgl. Tabelle 1/Il. Der daraus mit dem Tabelle 1/VI. Der aus 1100 ccm 
dieses Extraktes mit dem gleichen 


glcichen Volumen ahaohwen Alkohols Volumen absoluten Alkohols gefallte 
gefallte und getrocknete Niederschlag] ynd getrocknete Niederschlag wird 
wird auf Schiittelmaschine geschiittelt,| mit 50 cem Wasser auf Schiittel- 


3 Tage im Eisschrank extrahiert und —— rae 4 a - 
ns ae isschrank extrahiert und durch 
durch gehirtetes Filter filtriert: gehartetes Filter filtriert: Schwach- 


Schwachgelbliche, mafig tribe | gelbliche, mifiig triibe Fliissigkeit: 











Fliissigkeit: 5 ccm. 5 cem. 
2/ 2266 | |. 2/ 30” 42,05 
| 650 4 a 236 
4! 16,80 | ie 5’ 30” 35,73 
; _ 470 _ 217 
6/ 13,53 | 10’ 30” 27,84 
| 498 i 191 
10’ 9,44 20’ 30’ 17,92 . 
391 » 206 
12’ 8,14 30’ 30” 11,15 
| 3821 ie 140 
16’ 6,03 | 45/ 30’ 6,87 








Wenn man von den Erscheinungen bei der Dialyse ab- 
sieht, die wir an dieser Stelle von der Diskussion ausschliefen 
wollen, ergibt sich aus dem Vorausgegangenen jedenfalls, daf 
durch die besprochenen Versuche, welche zum Zweck hatten, 
die Fermentlosung einheitlicher, d. h. einerseits homogener im 
physikalischen, anderseits reiner im chemischen Sinne zu 
machen, der Reaktionsverlauf in keinem Falle prinzipiell ge- 
dindert wird. Es kann darnach als fiir den Reaktionsverlauf 
ziemlich unwesentlich betrachtet werden, wie weit man die 
Reinigung der Fermentlésung treibt. Ja, man gewinnt sogar 
den Eindruck, dafi mit zunehmender Reinheit der Lésung ihre 
Empfindlichkeit gegentiber allen denjenigen zum Teil unbe- 
kannten Einfliissen, welche ihre Aktivitaét schwachen, zunimmt. 
Daf die Verunreinigungen, welche durch die Bestandteile des 








264 Percy Waentig und Otto Steche, 


Blutes in die Fermentlésung und das Reaktionsgemisch gelangen, 
nicht die Schuid an dem Gange tragen, erhellt noch besonders 
aus Versuchen mit lackfarbiger Blutldsung (Tab. 8). Sorgt man 
durch Anwendung geniigend kleiner Mengen Blutlésung dafiir, 
dafi der Reduktionswert des Blutes nicht storend fiir die Titra- 
tion in Betracht kommt, so erhalt man mit Blutlésung, die ja 
zweifellos viel gréfere Mengen von fremden Stoffen, insbesondere 
noch das ganze Hamoglobin gelést enthilt, einen mindestens 
ebenso regelmafbigen Verlauf der Himaselésung, ja man kann 
sogar hier hiufiger eine gute Konstanz beobachten, was mit 
dem eben Gesagten in Einklang zu bringen ware, daf die 
Empfindlichkeit des Ferments mit zunehmender Reinheit sich 
steigert. Dies ist auch ganz begreiflich, wenn wir die Kolloid- 
natur des Ferments in Betracht ziehen, denn es ist ja eine 
allgemein anerkannte Tatsache, daf kolloidale Lésungen durch 
gewisse Schutzstoffe auberordentlich viel stabiler gemacht werden 
konnen. 
Tabelle 8. 


Verhalten der nach Senter hergestellten lackfarbenen Blutlésung. 
Blutprobe F. 
250 ccm defibriniertes Rinderblut wurden mit dem 10fachen Volumen mii 
Kohlensdure gesattigten Wassers verdiinnt, nach 24 Stunden Stehen im 
Eisschrank von den Stromata abgegossen und mit Wasser 1:4 verdiinnt. 
1 ccm + 500 ccm H,O,-Liésung 4/s00-n. 0°. 
1’ 21,14 


“ 96,2 
4/ 19,78 
ss 94,6 
14’ 15,91 im 
. 99,7 
26/ 12,09 
; 98,1 
44/ 8,05 , 
; 96,8 
62’ 5.39 


b) EinfluB von Hydroperoxyd- und Ferment- 
konzentration. 


In den bisher besprochenen Versuchen ist die Hydroper- 
oxydkonzentration bis auf wenige Beispiele nicht variiert worden, 
sie war !/200 normal, eine Verdiinnung, bei der nach Senter 
eine schiidigende Wirkung auf das Ferment nicht zu erwarten 
war. Soweit dies aus seinen Versuchen hervorgeht, sollte die 
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schaidigende Wirkung, wenn die Versuchstemperatur nicht tiber 
0° erhéht wurde, bis zu einer Konzentration von !/s0 normal 
ausbleiben, bei sehr geringen Fermentkonzentrationen und 
niederen Hydroperoxydkonzentrationen sogar soweit in den 
Hintergrund treten, da ein aufsteigender Gang der K-Werte 
zu beobachten wire, fiir dessen Auftreten er keinen bestimmten 
Grund angeben konnte. Es war wichtig, mit unseren Ferment- 
l6sungen, die schon unter den Normalbedingungen die Neigung 
zu einem absteigenden Gange der K-Werte zeigten, den Ein- 
flu8 der Hydroperoxydkonzentration nach oben und unten 
festzustellen. 

In Tabelle 9 sind eine gréBere Anzahl diesbeziiglicher 
Versuche zusammengestellt, die durch einen Teil der schon 
in Tabelle 4c mitgeteilten erginzt werden kénnen. Man er- 
kennt, dai der Sentersche Befund tiber die Hydroperoxyd- 
wirkung insofern vollkommen bestiatigt wird, als tatsiichlich 
mit wachsender Wasserstoffsuperoxydkonzentration der Gang 
sich vergroBert. Vergleicht man Phasen der Reaktion, in denen 
ungefahr gleichviel umgesetzt wurde, z. B. in Versuchsreihe 1, 
so laBt sich leicht die starke Zunahme der Reaktionsverzégerung 
feststellen, die beim Ubergang von !/s00- nach !/100- bezw. 1/40-n- 
Wasserstoffsuperoxyd auftritt. Sie ist ebenso in Versuchs- 
reihe 2 zu bemerken, in der ein Versuch bei !/400 normal mit 
annahernder Konstanz der K-Werte einem solchen mit !/s0 
normal gegentibergestellt ist, in welchem die Verzégerung der 
Reaktion wieder deutlich zutage tritt. Ganz auffallend stark 
ist endlich die Wirkung bei der gereinigten Fermentlésung 
aus Blutprobe C, was wir auf die mit wachsender Reinheit 
gesteigerte Empfindlichkeit der Fermentlésung zuriickfiihren 
konnen. Kann also tiber die Verstérkung des Ganges der K- 
Werte bei steigender Hydroperoxydkonzentration kein Zweifel 
bestehen, so macht die einheitliche Deutung der Versuche, in 
denen die Hydroperoxydkonzentrationen gegen die Normal- 
konzentrationen von !/200 normal auf 1/400 normal herabgesetzt 
worden war, wiederum Schwierigkeit. Nach Versuch 1a und 
2a in Tabelle 9 macht es den Eindruck, als wenn hierdurch 
die Konstanz der K-Werte erreicht wiirde. Und es ist wohl 
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Tabelle 9. 
Einflu& der H,O,-Konzentration bei unverdnderter Fermentkonzentration 
auf die Reaktion. 
1. Blutprobe E, IV. Auszug (vgl. Tabelle 5a). 0°. 











a) H,O,-Lésung '*/s00-n. b) H,O,-Lésung ‘/s00-n. 
2! 34,37 7 2/ 34,56 
as 7 395 414 
9) 26,1 347 5/ 25,88 
8’ 20,59 308 ; 384 
13’ 14,45 ’ 19,85 , 
343 64 
18’ 9,74 19’ 7,89 
398 348 
23 6,16 337 96/ 4.50 
30/ 3,58 
367 
38’ 1,82 
c) H,O,-Lésung 1/100-n. d) H,O,-Lésung ‘/s0-n. 
2’ 34,83 2/ 35,10 
5/ 26,39 = 5/ 28,38 _ 
345 264 
8/ 20,80 8/ 23,65 
321 228 
21° 7,96 12° 19,18 
297 208 
28’ 4,93 19’ 13,71 216 
26/ 9.68 
2. Blutprobe E, V. Auszug (vgl. Tabelle 5a). 0°. 
a) H,O,-Lésung 4/s00-n. b) H,O,-Lésung ‘/so-n. 
2’ 30” 19,91 3/ 50” 38,57 
117 122 
5’ 30” 18,37 6/ 50” 35,46 
111 105 
10’ 30” 16,16 10’ 50” 32,18 
102 105 
21‘ 30” 12,48 116 20’ 50” 25,26 86.3 
31/30” 9,55 31’ 50” 20,30 
110 © . 85,0 
71/30” 7,41 104 42’ 50 16,37 84.0 
58’ 30” 4,93 57’ 50 12,25 : 
102 a 81,8 
76/30” 3,23 87’ 50” 6,96 
81,5 
122’ 50” 3,61 
3. Blutprobe C, gereinigte Fermentlésung (vgl. Tabelle 6). 
a) H,O,-Lésung '/soo-n. b) H,0,-Lésung ‘/so-n. 
2 37,42 gar 2/ 20,68 536 
4! 25,48 : 4 16,15 
672 318 
6/ 18,70 6/ 13,95 
632 364 
8 13,98 5d 8’ 11,80 O74 
10’ 10,88 10’ 10,40 
; 598 255 
12’ 8,26 12’ 9,25 
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keine Frage, dai eine noch weitere Herabsetzung der Hydro- 
peroxydkonzentration die Konstanz weiter begiinstigt, ohne 
jedoch, wie dies bei Senter der Fall war, zu einem auf- 
steigenden Gang zu fiihren. Jedoch stehen dem Versuche die 
in Tabelle 4 unter b und c mitgeteilten entgegen, nach denen 
auch bei sehr verschiedener Geschwindigkeit der Reaktion 
infolge verschiedenen Zusatzes an Ferment in '/400-n-Wasser- 
stoffsuperoxydlésung die Konstanz der K-Werte zu wiinschen 
brig laBt. 

Weil Senter das Verhiltnis von Ferment- zu Peroxyd- 
konzentration als wichtig fiir den Verlauf der Hydroperoxyd- 
zersetzung angesehen hat, so schien es auch interessant, bei 
gleich bleibender und niedriger Hydroperoxydkonzentration die 
Fermentkonzentration in dem Reaktionsgemisch zu variieren, 
besonders auch im Hinblick auf die von Issajeff an Hefe- 
katalase gemachte Erfahrung, dai bei grdferen Fermentzu- 
sitzen eine VerzOgerung der Geschwindigkeit der Reaktion 
eintrete. Nach den in Tabelle 10 mitgeteilten Versuchen ist 

Tabelle 10. 
Einfluf’ der Fermentkonzentration bei unverdnderter H,O,-Konzentration 
auf die Reaktion. 


1. Blutprobe E, IV. Auszug (vgl. Tab. 5a). 0°. H,O,-Konzentration, 
‘/eoo-n 500 ccm. 


a) Fermentzusatz 2 ccm. b) Fermentzusatz 5 ccm. 
, 43,66 81 0 2! 40,00 
5! 41,24 . 210 
i 62,9 5’ 34,61 
15’ 35,68 578 195 
aaa 99,99 i 10 27,66 i 
53,3 ’ , 172 
50! 22.86 ’ 17 20,97 
. 52,9 174 
85/ 14,92 28’ 13,49 
c) Fermentzusatz 10 ccm. d) Fermentzusatz 25 ccm. 
a 32,40 371 2! 24.85 
5/ 27,31 » : 1069 
9! 21.68 334 ig 15,19 
; 915 
; aa 340 9/ 5.30 
12 15,85 - 
306 12" 311 772 
18’ 10,38 o, 
293 800 
24’ 6,93 15’ 1,79 
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von etwas derartigem nichts zu bemerken. Man kénnte, wenn 
man wiederum die K-Werte gleicher Reaktionsphasen vergleicht, 
eher eine geringe Abnahme des Ganges mit wachsender Fer- 
mentmenge feststellen. Doch sind die Unterschiede zu gering- 
fiigig, um einen bindenden Schluf zuzulassen. 

Bedeutungsvoller sind die Versuche in Hinsicht auf die 
Beziehung zwischen Fermentkonzentration und Gr6éfe_ der 
K-Werte. Vergleicht man die Anfangskonstanten untereinander, 
so findet man, daB sie ziemlich genau im Verhiiltnis der Fer- 
mentkonzentrationen stehen. Etwas zu niedrig ist der K-Wert, 
welcher der Fermentmenge von 10 ccm entspricht, was jedoch 
seine Erklirung darin findet, daf die erste Titerbestimmung 
bei diesem Versuche etwas spiter als bei den tibrigen Ver- 
suchen ausgefiihrt wurde, infolgedessen also der K-Wert etwas 
niedriger ausfallen muBte. Weniger gute Ubereinstimmung in 
dieser Hinsicht liefern die in Tabelle 4c mitgeteilten Versuche, 
bei denen allerdings auch nicht voéllige Ubereinstimmung hin- 
sichtlich der Konzentrationen der Hydroperoxydlésung und der 
Zeiten der Titerentnahme besteht. 

Im allgemeinen laBt sich jedenfalls, wie das schon an 
anderer Stelle betont wurde, eine fiir praktische Versuche aus- 
reichende Proportionalitaét zwischen Fermentkonzentrationen 
und Hodhe der K-Werte feststellen, vorausgesetzt, dab die 
K-Werte fiir vergleichbare Phasen der Reaktionen oder zum 
mindesten mit Hilfe von nach der gleichen Zeit entnommenen 
Titerwerten ermittelt wurden, und daf die Versuche im iibrigen 
unter den genau gieichen Bedingungen ausgefiihrt sind. Dies 
ist fiir vergleichende Messungen natiirlich von grofer Bedeu- 
tung. Denn wenn also nach dem Vorhergehenden die Stérung 
der Reaktion auch durch keine der bisher genannten Vorsichts- 
maBregeln vollig ausgeschlossen werden kann, so kann doch 
bis auf weiteres die Anfangskonstante ohne Anwendung einer 
Extrapolation auf die Zeit O als Vergleichsmaf fiir die Akti- 
vitét einer Fermentl6sung angesehen werden. 


ce) EinfluB von Alkali und Saure. 


Es ist im Vorausgegangenen dargelegt worden, da die 
Wirkungsweise der Blutkatalase in ziemlich hohem Grade un- 
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abhangig zu sein scheint von den normalen Verunreinigungen, 
welche aus Gewebsiliissigkeiten in die Fermentlésungen iiber- 
gehen. Es ist aber offenbar dies nur darin begriindet, dab 
mit der Menge dieser Verunreinigungen der Neutralititsgrad 
der Fermentlosung nicht wesentlich geandert wird, da8 also 
die Gewebsfliissigkeiten, aus denen die Fermentlésungen iso- 
liert werden, und mithin die Fermentlisungen selber annihernd 
neutral reagieren. Denn, wie einleitungsweise dargestellt worden 
ist, ist von Senter fiir die Blutkatalase wie auch von anderen 
Autoren fiir Katalasen anderer Herkunft eine sehr erhebliche 
Empfindlichkeit dieser Fermente gegen alkalische und saure 
Stoffe festgestellt worden, gegen die die Wirkung neutraler 
Fremdstoffe und ihrer Ionen fast vernachlissigt werden kann, 
wenn auch die Angaben der Autoren tiber den Wirkungsgrad 
und die Wirkungsweise von Alkali und Saure auf ihre Ferment- 
liissigkeiten zum Teil sehr erheblich qualitativ und quantitativ 
auseinandergehen. Besonders tiber die Wirkung des Alkalis 
sind charakteristische Abweichungen in den Befunden vor- 
handen und zwar, was hier besonders interessieren mufte, 
auch beztiglich des Einflusses auf die Reaktionskinetik. 

Es ist nun an den Senterschen Messungen auffiillig, 
daB er, obgleich iiber den Alkaligehalt seiner LOsung sehr 
exakte Angaben gemacht werden, nichts dariiber angibt, in 
welcher Weise er diese bestimmte. Betrachtet man aber das 
Reaktionsgemisch niher, so erkennt man ohne weiteres, dab 
die Menge des zugesetzten Alkalis tiber den wirklichen Gehalt 
der Lésung an diesem bezw. an Hydroxylionen, auf die es ja 
hier ankommt, nichts aussagen kann, denn es ist klar, dab 
eine mit destilliertem Wasser verdiinnte Perhydrollésung allein 
infolge ihres Kohlensiuregehaltes Alkali binden wird. Diese 
Bindungsfihigkeit ist sehr erheblich, wenn es sich um sehr 
geringe Alkalimengen handelt, wovon man sich leicht tiber- 
zeugen kann, wenn man die mit einem Tropfen Phenolphthalein 
versetzte Hydroperoxydlésung allmahlich unter mdglichstem 
LuftabschluB bis zum Farbumschlag mit einer verdiinnten 
Alkalilésung versetzt. Es ergibt sich daraus, dafi der wirk- 
liche Alkali- bezw. Hydroxylionengehalt, immer vorausgesetzt, 
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daB es sich um Zusatz sehr kleiner Mengen davon handelt, 
weit hinter der zugesetzten Menge zuriickbleiben wird, also 
die Angabe der zugesetzten Menge kein MaB fiir die tatsachlich 
in der L6sung vorhandene geben kann. 

Wenn man den Einfluf der Hydroxylionen kennen lernen 
will, so ist es wtinschenswert, in der besonders von SOrensen!) 
empfohlenen Weise mit Indikatorenkontrolle zu arbeiten. Vor 
allem ist es anzustreben, ein Wasserstoffionen- und Hydroxyl- 
ionengleichgewicht fiir die Mischung zu fixieren, auf welches 
alle tibrigen Reaktionsgemische bezogen werden kénnen. Nach 
dem Vorausgegangenen wiirde nun bei der Reinheit des kauf- 
lichen Perhydrols und nach der eben geschilderten annaihernden 
Neutralitiit der Fermentl6sung das empirische Gemisch von 
Perhydrollésung und wisseriger Fermentlésung hierzu aus- 
reichen. Jedoch hiingt das hierin vorhandene Wasserstoff- und 
Hydroxylionengleichgewicht von dem immerhin zufalligen Kohlen- 
siiuregehalt des Wassers ab. Dagegen besitzt man ein sehr 
bequemes und relativ leicht reproduzierbares derartiges Gleich- 
gewicht in einer Lésung, die unter Zusatz eines Tropfens Phenol- 
phthaleins gerade bis zum Farbenumschlag dieses Indikators 
gebracht wurde. 

Ehe wir an die eigentliche Frage der Alkaliwirkung heran- 
gehen konnten, muften wir deshalb den Einfluf dieser Neu- 
tralisation des empirischen Reaktionsgemisches einerseits und 
die Wirkung des normalen Kohlensiuregehaltes von destilliertem 
Wasser anderseits auf den Reaktionsverlauf priifen. In Tabelle 11 
finden sich nun eine gréfere Anzahl Versuche zusammengestellt, 
aus denen der Einflu8{8 der Neutralisation in dem eben ange- 
gebenen Sinne hervorgeht. Und zwar sind die Versuche so 
angeordnet, dafi die beiden zusammengehorigen Beispiele unter- 
einander aufgefiihrt sind, der Art, daB zuerst der Versuch mit 
unverdnderter Perhydrollésung, darunter derjenige unter sonst 
gleichen Bedingungen mit neutralisierter Perhydrollésung auf- 
gezeichnet ist. Durchgehend wird durch das Neutralisieren die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Hydroperoxydzersetzung vergrofert 





‘) Biochem. Zeitschr., Bd. XXI, S. 131 (1909). 
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und zwar in allen Fallen recht erheblich, wenn auch die re- 
lative Zunahme der K-Werte keineswegs immer die gleiche ist. 
Anders ausgedriickt: das Wasserstoff- und Hydroxylionengleich- 
gewicht, welches dem Umschlag des Phenolphthaleins bei (0° 
entspricht, stellt fiir die fermentative Hydroperoxydzersetzung 
giinstigere Reaktionsbedingungen dar, als dasjenige, welches 
durch eine Mischung von Perhydrollésung mit gewdhnlichem 
destilliertem Wasser erreicht wird. Beachtenswerterweise ent- 
spricht diesem Zustande grdferer Reaktionsgeschwindigkeit 
nicht eine bessere Anpassung an das Reaktionsschema erster 
Ordnung. Vielmehr tritt, wie man wenigstens deutlich an den- 
jenigen Versuchen erkennen kann, bei denen unter den ge- 
woOhnlichen Bedingungen, d. h. ohne Neutralisation annaihernde 
Konstanz der K-Werte vorhanden ist, eine Neigung zum Fallen 
der K-Werte ein: die gré{te Bestindigkeit des Ferments 
fallt ebensowenig mit den Bedingungen groéfbter Akti- 
vitat zusammen, wie mit den Bedingungen groéfter 
Reinheit. 

Da nun der Umschlag des Phenolphthaleins einer Wasser- 
stoffionenkonzentration von ungefihr 10~8 Mol. pro Liter ent- 
spricht, also vom Wasserstoffionengleichgewicht etwas entfernt 
ist, so ergab sich als weitere Frage die, ob die Abnahme der 
Aktivitaét bedingt ist durch den Kohlensauregehalt des destillierten 
Wassers, oder ob dieser ohne Einflu8 ist und die Zunahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit bis zum Umschlag des Phenolphthaleins 
durch die hierfiir notwendige Zunahme der Hydroxylionenkon- 
zentration hervorgerufen wird. 

Da’ die Kohlenséure in hoheren Konzentrationen, etwa 
denen, wie sie in Wasser von 0° bei Atmosphiérendruck und 
Sittigung erreicht werden, auBerordentlich schwéchend auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit wirkt, lat sich leicht nachweisen. 
Bereitet man zwei Koélbchen mit dem Hydroperoxydgemisch 
bei O° vor und leitet eine Zeitlang durch das eine Kohlen- 
siure, durch das andere, um im tibrigen konstante Reaktions- 
bedingungen zu erhalten, Stickstoff bis zur Sattigung und bringt 
nun durch Zusatz gleicher Fermentmengen die Reaktion in 
Gang, so erhélt man je nach der Fermentkonzentration Schwié- 





Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. I. 273 


chungen, welche die K-Werte auf !/s bezw. 1/s ihres urspriing- 
lichen Betrags herabsetzen, wahrend das Einleiten des Stick- 
stoffes tiberhaupt ohne merklichen Einflu8 bleibt (Tabelle 12). 


Tabelle 12. 
Einfluf{ der Durchleitung von CO, wahrend der Reaktion. 
Blutprobe C. 500 ccm H,O, 1/200-n. 0°. 
































CO, durchgeleitet N durchgeleitet 
/ Lael 6 
> | ee we 2 | 21,18 | 
5/ 25,88 178 | 1102 
10 cem 10’ 21.09 5 9,89 ee 
| 163 | 987 
Ferment | 20/ | 17,48 - 10° 3,25 | 
sy | 1549 | 1? 959 
: al 42.8 12’ 2,09 
___| 0820" |__ 12,72 ae i 
2! | 37,01 2 | 3297 | wai 
5! | 36,37 a o° 28,63 a 
‘ 1.0 ey 170 
2 cem " Seed 21, 10° 23,53 
10 | 35,50 | 142 
7 r | 11,8 15’ 19,98 
Ferment] 15/ | 35,02 | cs 136 
| | 14,4 25° 14,60 109 
mH / | a9 ¢ | j ' 
25 | 383,90 | 40! 10.01 
ai sii 6,3 77,6 
60 | «32,23 | 80! 4,90 | 











Um die Wirkung der Kohlensiiure des gewodhnlichen de- 
stillierten Wassers festzustellen, war es notig, dieses von 
Kohlensaure zu befreien, Wir fiihrten dies nach Art der Her- 
stellung von Leitfahigkeitswasser aus, indem wir destilliertes 
Wasser in grofen, gut gedimpften Kolben aus Jenaer Glas 
mehrere Stunden kochten und dann mit einem Stopfen ver- 
schlossen, der den Luftzutritt nur durch ein grofes Natron- 
kalkrohr vermittelte. Die Entnahme des Wassers erfolgte durch 
einen Heber, ahnlich dem fiir die Aufbewahrung von Leitfa- 
higkeitswasser empfohlenen. Die Reaktionsgefiife wurden durch 
ein Natronkalkrohr vor dem EinfluB des Kohlensaéuregehaltes 
der Luft geschiitzt oder dadurch, da’ wahrend des Versuchs 
ein langsamer Strom kohlensdéurefreier Luft durch das Reak- 
ionsgemisch geleitet wurde. Diese Vorsichtsmafregel ist bei 
nicht zu langer Versuchsdauer und wenn die Reaktionsgefabe 
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enghalsig sind und gegen die Einwirkung der AuBenluft ge- 
schiitzt werden, unn6étig, aber sehr vorteilhaft, wenn diese 
Bedingung nicht zutrifft und wenn es sich um sehr kleine Ver- 
schiedenheiten im Alkaligehalt handelt wie z. B. in den in 
Tabelle 13a und b mitgeteilten Versuchen. 

In diesen Tabellen sind nun die Wirkungen des Kohlen- 
sdiuregehaltes des Wassers einerseits und geringfiigiger Alkali- 
mengen anderseits in auf die eben beschriebene Art kohlen- 
siurefrei gemachtem destilliertem Wasser dargestellt. Und 
man sieht nun deutlich, da8B das Optimum der Reaktions- 
geschwindigkeit ziemlich genau bei dem Neutralitatspunkte des 
Wassers liegt. Wa&ahrend aber die durch den _natiirlichen 
Kohlensiiuregehalt des destillierten Wassers bedingte Aciditiit 
eine erhebliche Geschwindigkeitsabnahme verursacht, wird 
durch die Steigerung des Alkaligehaltes durch Zusatz von Na- 
triumhydroxyd eine, wenn auch deutliche, so doch ziemlich 
geringe Schwichung herbeigefiihrt, sodaB die K-Werte fiir die 
Versuche mit !/20000-n-Alkali diejenigen fiir die Versuche mit 
kohlensiiurehaltigem Wasser noch erheblich tbertreffen. 

Diese offenbar wichtige Tatsache des Einflusses von 
Kohlensiiuremengen, wie sie in gewodhnlichem destilliertem 
Wasser enthalten sind, ist bisher von den Autoren nicht be- 
riicksichtigt worden. Der einzige, der den mdglichen Einflui 
der Kohlensiure erwihnt, ist Senter. Jedoch ist aus seiner 
Arbeit nicht zu ersehen, wie er diesen einschatzt. Denn wahrend 
er in seiner ersten Arbeit ausdriicklich erwahnt, daB Kohlen- 
siiure ohne Einflu& sei, hat er in seiner zweiten Arbeit die 
Anwendung kohlensiéurefreien Wassers als Verdiinnungsmitte! 
vorgezogen, ohne einen Grund dafiir anzugeben. 

Es mu bei der obigen Schatzung des Alkaligehaltes be- 
riicksichtigt werden, daB auch das Peroxyd geringe Alkali- 
mengen binden kann, da das Peroxyd im System die Rolle 
einer im Uberschu8 vorhandenen sehr schwachen Siure spielt. 
Ein Alkalizusatz wird also zwar stets infolge der starken Hydro- 
lyse des entstehenden Salzes die Bildung von Hydroxylionen 
neben dem Salz zur Folge haben. Die Hydroxylionenkonzen- 
tration wird jedoch bei Zusatz von Alkali entsprechend der 
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Tabelle 13b. 


Einflu& des CO,-Gehaltes von destilliertem Wasser und von geringen Alkalimengen in CO,-freiem Wasser auf den 
Reaktionsverlauf der Hydroperoxydzersetzung durch die Katalase bei 0°. 


Blutprobe E, verdiinnte Lisung (10 com Ferment ++ 500 ccm H,O, '/200-n). 









































Kohlensiurehaltiges, CO,-freies, lo, ccm NaOH '/200-n}1,0 com NaOH #/eoo-n 1,5 ccm NaOH '/e00-n = '/se667-n 
®  destilliertes Wasser | destilliertes Wasser = '/e00000-n = '/100000-n a) b) 
on l | | | | | | 
2 2/30" 41,19! | 2°30”) 40,21 2/30", 40,98 | | 3/10” 38,69 | | 2/30" 40,36 | 2/ 30"! 40,44. 
a 6* | | eee. CBT | MON lcs a, | S98 E crenslns ce | 87 8. on! | 231 
5/ 30’ | 36,58 | 5’ 30’! 33,99 | 5/ 30”| 34,66 710”, 31,24 | 5! 30”| 34,51 | 5! 30"| 34,48 | 
° a | 174 | : | 914 | 213 ~~ | 207 | | 347 | 202 
= 12/30" 27,63) | |10’30”| 26,58 | 10‘ 30"| 27,12 11‘ 10” 25,83 | 10’ 30” 26,88 | 410/30 27,33 | 
o>) | | 158 | 188 | 203 | | 180 |.__, | 186 | | 192 
oa | | 20’ 30”) 17,26 198 20/ 30”; 16,98 | 171 21/10” 17,06 | vip 20/30" 17,51 | 170 20! 30”) 17,58 | 100 
5 38/30” 10,75 30/30” 11,25 |” 30°30” 11,46 |“ |3t-10” 11,54 | “30°30” 11,83 |“ 30°30" 11,99) 
nd | | 155 | | 154 eed T'': weed eee 5 ehed | 158 
= | 40! 30, 7,88 40/30", 8,04 41/10", 8,27 | 40’ 30”) 8,43 | 40’ 30” 8,33 | 
| 
bs Blutprobe E, konzentrierte Lésung (vor dem Versuch verdinnt 1:4, 5 ccm Ferment -++ 500 ccm H,O, 1/200-n). 
= Kohlensiurehaltiges, destilliertes Wasser CO,-freies, destilliertes Wasser 1,5 com NaOH '/200-n = 1/ceee7-n 
o 2°30" =| 37,81 | 2/30" | 3618 : 2°30” | 3623 | 
. | | 222 350 | | 367 
0 535” | | 8248 5/30” | 28,42 | 5/30” | 2812 | 
| | 226 | 318 | 800 
11/ | 2437 | 10°30” | 19.70 7 10°30" | 1991 | 
| 222 272 | 282 
22' | 13,90 15/30” | 14,40 15/30" | 1439 | 
246 | 241 | | 246 
33’ 746 35/30” | 4.75 | 25/30” =| 8,16 
228 | | | | 193 
So 46/ 3.77 35/30" | 5,23 
nN | | | 
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Tabelle 13c. 


Einfluf von geringen Alkalimengen in CO,-freiem Wasser auf die Reaktion. 
. 2) 5 2 
5 ccm -+- 500 ccm H,O, '/200-n. 0°. 
ee 
CO,-freies, 1,5 ccm NaOH '/g00-n 
destilliertes Wasser = '/ese67-n 





Blutprobe & Bee a 31,90 

utprobe &, Pe ) , 

[II. Auszug, | 21,21 30% 10 21,91 

Berkefeld- | id 18’ 13,29 
Filtrat 4 | >. 46 D4! 9,00 

| 33/ 5,69 


2‘ 30" | 42,03 








9/ 30” | 
Blutprobe E, 5/ 30" | 


6! 35,24 
gereinigte 10’ 30" | 11 28 70) 
Ferment- wail 7 


losung, 20 30” 25/ 18,65 
vgl. Tabelle 6] 30/30” 36/ 13,94 
45/30"! 6,87 | 46/ 11,23 


“JI J] Ot oO 
. . 


m DO GC BR | 

















Verschiebung der hydrolytischen Spaltung viel langsamer wachsen, 


als dem Alkalizusatz entspricht. Man kann diese Erscheinung 
leicht verfolgen, wenn man zu der mit kohlensadurefreiem Wasser 
bereiteten Hydroperoxydlésung allmihlich verdiinntes Alkali zu- 
setzt. Wahrend kohlensiurefreies Wasser allein mit dem ersten 
Tropfen den Farbumschlag ergibt und bei weiterem Zusatz 
sich rasch starker rotet, erfolgt der Umschlag bei der Peroxyd- 
ldsung erst durch einen etwas gréferen Zusatz von Alkali und 
die Zunahme der Rotfarbung, welche die Zunahme der Hydroxyl- 
ionenkonzentration verfolgen labt, erfolgt bei weiterem Zusatz 
von Alkali hier viel langsamer als bei dem Versuch mit kohlen- 
siurefreiem Wasser allein. 

DaB jedoch grdfere Alkalikonzentrationen  schliefblich 
eine stark schwiéichende Wirkung auf das Ferment ausiiben, 
geht aus Tabelle 14 mit voller Sicherheit hervor. Allerdings 
betragt schitzungsweise der Alkaligehalt bei diesen absichtlich 
nur roh angestellten Versuchen mindestens ca. !/s00-n. Hier 
tritt nun auch die gangsteigernde Wirkung des Alkalis deutlich 
zutage. Vergleichen wir diese Befunde mit den Senterschen 
Ergebnissen, so kénnen wir sagen, daB sie sich fast mit diesen 
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Tabelle 14. 


EinflufS§ von Alkalizusatz auf den Verlauf der H,O,-Zersetzung. 
Blutprobe D (vgl. Tab. 1IV). 5 ccm + 500 ccm H,O, '/200-n, destilliertes 
(CO,-haltiges) Wasser. 0°. 

















‘ m4 ‘ ° Z . 
"oo 2. Mit 8 Tropfen 3. Mit 14 Tropfen | 4. Mit 30 Tropfen 
NaOH ca. #/1-n NaOH ca. #/:-n NaOH ca. #/:-n 
5’ 28,48) 5’ |29,00; | 5 | 29,98 5’ | 34,25 | 
| | 173 | 143 : 141 | 73,3 
10’ | 23,28) 10’ | 24,61 10’ | 25,49 10’ | 31,48. 
a | 168 od | 122 : _| 114 ¥ _, 56,1 
15’ | 19,19) 15’ | 21,39 . 15’ | 22,35 15’ | 29,51) 
are | 173 ee hx 113 . 110 " 43,3 
25’ 12,89) |__| | 25’ | 16,48 25’ | 17,36 25’ | 26,71 | 
te | 175 _ | 106 : 94 . | 43.6 
35’ | 8,61) 45’ | 10,10 35’ | 13,97 , | 35’ 24,16 | 
|. | 170 | . 93 _ | 34,1 
45/ | 5,82) | 45’ | 11,27 60’ | 19,85 | 




















decken. Nur hinsichtlich der Wirkung sehr kleiner Alkali- 
mengen, d. h. hinsichtlich der Verhaltnisse um den Neutralitits- 
punkt des Wassers gehen die Erfahrungen etwas auseinander. 
Nach den unserigen liegen die Dinge so, daB das Optimum 
sehr nahe um den Neutralitaétspunkt liegt, und da8B die Wirkung 
nicht zu groBer Alkalimengen von da ab ziemlich gering ist, 
vielleicht infolge der als eine Art Puffer wirkenden Perhydrol- 
ldsung, daf hingegen nach der anderen Seite bereits der Kohlen- 
siuregehalt des destillierten Wassers eine sehr merkliche 
schwiichende Wirkung ausiibt. 

Diese relativ viel starkere Wirkung bei Saurezusatz, wie 
wir uns vorsichtig ausdriicken wollen, kann man recht gut aus 
Tabelle 15a erkennen, wo der Einflufi von Zusiétzen sehr ver- 
diinnter Schwefelséiure dargestellt ist. Schon der geringe Zu- 
satz von 1 ccm 1/200-n-Schwefelséure, welcher einer Konzen- 
tration von !/io0000-n in der Lésung entspricht, bringt die 
K-Werte auf etwa !/s des Betrages, den sie mit kohlensaure- 
haltigem Wasser haben, herab und auf !/6 desjenigen, der durch 
Zusatz geringer Alkalimengen zu dem Reaktionsgemisch zu er- 
reichen ist (vgl. hierzu Tabelle 13a, 3. Versuchsreihe). Die 
weitere Abnahme der K-Werte erfolgt jedoch nicht proportional 
dem Siéurezusatz, sondern erheblich langsamer, sodaf eine 
Saurezunahme um das zehnfache die K-Werte nur auf nicht 
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viel weniger als die Hialfte herabsetzt. Es ware unberechtigt, 
daraus zu schliefen, daB die Wirkung nicht der Wasserstoff- 
ionenkonzentration proportional ginge, wie das Senter durch 
Vergleich der Wirkung verschieden starker Sféuren bewiesen 
zu haben glaubt. Beriicksichtigen wir die sauren Eigenschaften 
des Perhydrols, das als auSerordentlich schwache Séure im 
System im Uberschu8 vorhanden ist, so haben wir zu erwarten, 
daf} jeder Wasserstoffionenzusatz infolge der Strung des Disso- 
ziationsgleichgewichts der schwachen Saure zum Teil kompen- 
siert wird, indem sich zwecks Wiedereinstellung des Disso- 
ziationsgleichgewichts ein Teil der zugefiigten Wasserstoffionen 
mit den Anionen der schwachen Séuren zu Neutralmolekiilen 
vereinigt. Auferdem ist natiirlich immer mit dem Sdaure- 
bindungsvermégen der Fermentverunreinigungen zu rechnen, 
was durch die in Tabelle 15b mitgeteilten Versuche recht 
deutlich gemacht wird. Hier scheint durch die Anwendung der 
gereinigten Fermentlisung die Saureempfindlichkeit infolgedessen 
erheblich gesteigert. 

Bemerkenswerterweise liegt bei der Siurewirkung keine 
Tendenz vor, den Gang der K-Werte zu verstiirken, im Gegen- 
teil — und dies geht besonders aus Tabelle 15b hervor —: eine 
Fermentliésung, die mit kohlenséiurefreiem Wasser 
eine deutliche Tendenz zu fallenden K-Werten zeigte, 
gibt bei einem Versuche mit saurem Reaktionsgemisch 
konstante K-Werte. 


d) EKinfluB der Temperatur. 


Bisher sind, um die Verhiltnisse nicht zu komplizieren, 
siimtliche Versuche bei 0° ausgefiihrt worden. Diese Tempe- 
ratur war gewahlt, weil nach Senter hier bei gentigender 
Verdiinnung des Perhydrols die schadlichen Wirkungen des- 
selben auf das Ferment verschwinden. Es schien uns aber 
von grofer Wichtigkeit, die bisherigen Versuche durch solche 
bei héherer Temperatur zu ergainzen, da Senter auf Grund 
der von ihm gefundenen Temperaturkoeffizienten der Reaktion, 
die er sehr klein fand, weitgehende theoretische Schliisse tiber 
die Kinetik der fermentativen Hydroperoxydzersetzung gezogen 





Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. I. 281 


hat, anderseits der Einflu8 der Temperatur fiir andere Katalase- 
arten, wie beschrieben worden ist, abweichend gefunden wurde. 

Zunachst konnten wir die relative Kleinheit des Tempe- 
ratureinflusses auf die Reaktionsgeschwindigkeit leicht besta- 
tigen. In Tabelle 16a sind unter I mit ein und derselben 


Tabelle 16a. 


Einflu& der Temperatur auf den Reaktionsverlauf bei Verwendung von 
unverdnderter und neutralisierter H,O,-Lésung. 


Blutprobe D. H,O, konzentriert */z00-n. 


tg 30° 





I. Unverandert. 
2’ | 29,64 2/2635 | | 2/30/2230 | | 2/30" 21,50 
‘118,56 |" | 5’ | 14,90 P29 TF 304] 14.59 4! 30’, 14,39 
12,93 | | 6/30" 9,81 6/30/’| 10,04 
7,97 |. | 4,39 | 830” 6,80 8/30"| 7,18 
5,24 3,14 | 10’ 30”) 4,62 10’ 30”) 5,32 
3,70 | 2,20 | 230") 3,34 12/30 3,96 

















II. Neutralisiert. 


27,80 2/30/| 24,50 2’ 30"| 24,00 | 
an | O20 | 639 
4’ 30”, 18,36 | | 4! 30" 17.88 
| 593 | 
6/ 30”) 13,97 6’ 30“| 13,72 | _ 
| \ | goa] | 516 
8’ 30% 10,48 | _ 8’ 30”) 10,82 
oe 559 |  _. | 471 
10‘ 30, 8,10 | | 10’ 30"; 8,71 |. 
| 532 | 506 
12/30") 6,34 | 11230") 6,90 


——- 


02910 


























Fermentprobe Versuche bei 0°, 17°, 30° und 40°, bei Hydro- 
peroxydkonzentration !/200-n angestellt. Der Einfluf der Tempe- 
ratur scheint hier noch erheblich geringer, als ihn Senter 
gefunden hat. Es lag nahe, zunichst zu vermuten, dafii dies 
in einer gleichzeitigen Zerstérung des Ferments begriindet sei. 
Jedoch hitte eine soleche Wirkung in einer Zunahme des Ganges 
der K-Werte zum Ausdruck kommen miissen. Davon ist jedoch 
kaum etwas festzustellen. Die in Tabelle 16b und c mitgeteilten 
Versuche, in denen jedesmal bei O und 30° gearbeitet worden 
ist, veréindern das Bild nicht wesentlich. Es liegen zwar einige 
Versuche vor, wie z. B. diejenigen in Tabelle 16b mit der 
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16b. 


Einfluf der Temperatur auf den Reaktionsverlauf bei Verwendung von unveranderter H,0,-Loésung. 


Tabelle 


























Blutprobe B. Blutprobe C. Blutprobe D. Blutprobe E. 
, 1. Auszug 6. Auszug 
H,O, konz. */s00- . tleeo- 1 oe 
20, konz. */s00-n H,0, konz. '/200-n H,0, '/s00-n ht bane. Yee | Mt howe, eon 
: : 
« 1/10") 21,01 2’ | 2901 5! ‘30”| 37,81 1‘ 30”| 42,06 
; 84,4 s90 | | 28 | ars | ? 299 99,4 
= 4 10”) 19,82 5’ | 22.16 ' | 93.98 5! 35” 32,43 5 30"| 38,52 
° 62,2} ° at’ | bod bee’ 2 te 226 82,5 
3 9/10”) 18,45 ‘ | 48 5 | 19 ‘| 24,37 11/30” 34,37 
= 0° |) 76 | / at 3 Gall bused tx 299 71,8 
29/ 10’ 14,18 10° | 15,73 25’ | 12,89 22’ | 13,90 20! 30 29,13 
3 49,1 wae: 2 hee eee 246 «| 7 
= 41/10"! 12,38 12’ | 12,75 35’ | 864 33! 7,46 36/ 30”, 22,45 
- 49,1 ° | 299 | °° ”” | 170 298 62,2 
z 12710” 4,68 15° | 10,42 45’ | 581 46/ 3,77 | 66/ 30) 14,61 
© —s = = ci 
= | | 
1’ 30’) 20,69 2/10" 25,42 ) 4 | 21,48 2 10”) 35,68 1/40”) 39,32 
vl m” | 137 F 712 ew | B64 | a oe | 228 
5/ 30”) 18,23 5/10") 15,54 8 | 12,78 5! 10” 26,55 5! 40” 31,87 
im 112 wat. ~ | 567 |? |? | got | 192 
= ’ 11/30") 15,62 | | 7/40”! 11,20 12 | 7,58 |.) | 910 18,36 | . | [11/40 2444 | 
‘ | 105 | 638 | | 505 | 355 152 
(bewz. 20°) 19’ 30”| 12,87 10'10"| 7,24 16° | 47 14’ 10’ 12,20 21’ 40| 17,23 
| 7,0 | 604 | 527 | 324 | 121 
31/30" 10,12 12/10”) 5,46 20° | 2.93 20/10") 7,80 40’ 40” 10,13 | 
| 58,5 | 619 | | 453 | 296 | 
81/30") 7,73 15/10") 3,56 a4’ | 1,93 | 26/10 5,18 | 
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*) Dieser Versuch wurde bei 20° C. ausgefiihrt. 
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Einflu&S der Temperatur auf den Reaktionsverlauf bei Verwendung von 


Tabelle 16c. 


unveradnderter H,O,-Lésung. — H,O, ‘/soo-n. 


oommmnmmcmnmeren I 
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Blutprobe C, | Blutprobe C, gerei- 
Blutprobe B. hte nigte Himaselisung,| Blutprobe E. 
Seremigie | durch Berkefeld-|perkefeld-Filtrat 
H,0, konz. '/4o0-n.| Hamaselésung filter filtriert 
0° 0° 0° 
1/10’/16,83 2/| 37,42 4 | 47,62 2/10/31,97) 
4! 10” 19,64 414 4'| 25,48| 835) gr | 43.04} 129 | 4-30~130,39| 94° 
7/10" 9,95 2°" | 6’) 18,70] 2°] 12’ | 39,67| So's] 10° 27,z1) 
11/10"| 7.502071 8’) 13,98 20’ | 34,02| 52:1} 20° —la3.q1| OF 
16/10" 5,23 243] 10°| 10,88) °#} 30° | 28,66) 74°] 31 — 20,64) 58:4 
22/10”/ 3,615". |12/| 8,26| °°] 40’ | 23,76) Bit) 41° |18,69| 4! 
29/10" 2,40,7°3] 68 | 15,29) 68-4 | 
30° 18° 18° 30° 
1/10/16,02|,, | 2// 31.60], | 4° | 3628). | 2’ (81,67) 
4/10") 9.35/07 | 4/| 17,25 | 8’ | 24.56 5f 28,8100" 
7/10") 5,579] 6} 9,58 1277) 49° | 17,97| 382 | 10° le4.37)180 
10/10" 3,35,736} g-) 5,42 1237) 46 | 12,09| 387 | a1 18,89 90,6 
13/10"| 2.21/78} 40°} 3,26 1193] 20° | 8.64) 38 | 30 ite on) 718 
12'| 1,83 |1754] 94 | 631} 341 | 40° — |13,99) 58:6 
| 28° | 476] 27 Ios | 8.13) 363 








Einflu§S der Temperatur auf den Reaktionsverlauf bei Verwendung von 
unveranderter H,O,-Lésung. 




















Tabelle 16d. 























Nach Senter herge- | Dieselbe Lésung aus einer anderen Blut- 
stelte lackfarbene Blut- probe hergestellt. H,O, konz. '/400-n. 
lésung. H,O,konz.'/soo-n.| a) unverdiinnt b) 1:4 verdiinnt 

Y 22.60 | 1’ | 19.73 | 21,14 

p= | 12,99 | 882 | a | 46a | BA] & | 19.78] 962 

oleae 8,46 ne 8° | 10,05 Zz 14 | 15,91 =~ 

10! 5,09 12 | 694 26 | 1209 | % 
12! 371 | 987 | 16 | 486 | 985 | se | 805 | 84 
15/10" 249 | 977 | og | o52} 357 | 6a | 539] 968 

2° 11,50 | 2’ | 15,84 1‘ | 20,93 : 

6! 532 1116 | 4 | 4907) 0 | a | 1854 | 17 

me 3,30 ri 6 | 9,25 po 13/ | 13,74 = 

10! 1,58 9g | 637| 9 | 28 | 859 | b 
12/ 099 | 1015 | 4 | 439} 939 | gor | 69 | 1h? 

16 | 288 | *8 
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Blutprobe D und E, in denen eine Zunahme des Ganges der 
K-Werte beim 30°-Versuch festzustellen ist. Jedoch kann man 
eine solche Zunahme der Reaktionsverzégerung bei den Ver- 
suchen, bei denen die Parallelversuche bei 20° ausgefiihrt 
wurden, nicht beobachten. Im Gegenteil, die Konstanz ist bei 
der hodheren Temperatur eine bessere, wie aus den Versuchen 
von Tabelle 16 C deutlich hervorgeht. Daraus folgt, daB der 
beschriebene Gang jedenfalls nicht direkt mit einer durch 
Temperaturwirkung gesteigerten Perhydrolempfindlichkeit des 
Ferments zu tun hat, ebenso wie es durchaus falsch sein 
wurde, die von dem Verhalten einfacher chemischer Vorginge 
so stark abweichende Temperaturempfindlichkeit der Reaktion 
ausschlieBlich oder auch nur zum gr6feren Teile auf die Ferment- 
schadigung durch die hohe Temperatur zuriickzuftihren. Es 
muBte jedenfalls dann diese Schwiichung eine fast augenblick- 
liche sein, sodaB bereits etwa nach den ersten zwei Minuten 
eine Zunahme dieser Wirkung nicht mehr beobachtbar wire. 
Wenn ferner die Sentersche Ansicht zutriafe, so miibte auch 
die Zunahme des Ganges der K-Werte bei erhOhter Temperatur 
deutlicher zutage treten, je hoher die Hydroperoxydkonzentration 
im Reaktionsgemisch wire. Ein solcher SchluB laft sich jedoch 
nicht ziehen, obgleich, wenn wir die in Tabelle 17 angefiihrten 
Versuche hier mit beriicksichtigen, auf die wir gleich zu sprechen 
kommen werden, in den einzelnen Versuchen die Peroxyd- 
konzentrationen zwischen 1/400 und !/so normal schwankt. 

Was die Grobe der Beschleunigung der Reaktion durch 
Temperatur anlangt, so ist sie, wie man sieht, fiir die ein- 
zelnen Fermente recht verschieden. Besonders grof ist die 
Temperaturwirkung bei dem gereinigten Ferment der Blut- 
probe ec, das durch Berkefeld-Filter filtriert war. Daf dies 
jedoch weder an der Filtration noch an der Reinigung des 
Ferments liegt, ergibt sich aus den diesem Versuch benach- 
barten Versuchen einerseits und dem in Tabelle 16 d mitgeteilten 
Versuch mit lackfarbener Blutlédsung. Die letztgenannten Ver- 
suche weisen Temperaturwirkungen auf, die sich der GroBe 
nach nicht wesentlich von den Versuchen mit gereinigtem 
Hiimasepraparat unterscheiden. 
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Der Einflu$8 der Temperatur kann nun iiberhaupt fast auf- 
gehoben werden, wenn man das Ferment in einer nach obigen 
Angaben neutralisierten Hydroperoxydlésung wirken laBt. Der- 
artige Versuche sind zunachst in Tabelle 16a unter II darge- 
stellt und zwar unter Verwendung derselben Fermentlésung 
wie unter I, sodaf also die unter einander befindlichen Ver- 
suche jedesmal die Wirkung derselben Fermentlisung, jedoch 
einmal in unverdndertem, das andere Mal in neutralisiertem 
Medium zeigen und zwar bei ein und derselben Temperatur, 
wihrend die neben einander befindlichen Versuche die Ver- 
inderungen des Reaktionsverlaufs durch die Temperaturiinderung 
unter sonst gleichen Bedingungen zur Anschauung bringt. Ver- 
gleicht man also die unter II angegebenen Konstantenreihen, 
welche den Temperaturen von 0, 30 und 40° entsprechen, 
so sieht man, daf eine erhebliche Steigerung der Reaktions- 
geschwindigkeit tiberhaupt nicht wahrzunehmen ist und die 
Folge davon ist, dab, wie aus einem Vergleich der unter ein- 
ander befindlichen Versuche erhellt, mit zunehmender Temperatur 
die zunichst reaktionsbeschleunigende Wirkung der Neutra- 
lisation allméhlich in eine hemmende tibergeht, mit anderen 
Worten: die fermentative Hydroperoxydzersetzung, die 
bei 0° im neutralisierten Medium schneller verliuft 
als in unverindertem, zeigt bei 30° genau das umge- 
kehrte Verhdltnis. Dazwischen liegt ein Temperatur- 
gebiet relativ grofer Unempfindlichkeit gegeniiber 
einer Anderung des Reaktionsmediums. Die aufer- 
gewohnlich geringe Beschleunigung, welche die fermentative 
Hydroperoxydzersetzung in neutraler Lésung erfiahrt, ist in 
Tabelle 17 noch durch eine Anzahl Beispiele belegt. Und auch 
hier geht wiederum deutlich hervor, daf diese Temperatur- 
unempfindlichkeit nicht in Zusammenhang gebracht werden 
kann mit einer durch die Temperaturzunahme bedingten Ver- 
stirkung des Ganges der K-Werte. So sind in dieser Tabelle 
einige Falle (2 und 3) angefiihrt, in denen schon durch Tem- 
peraturerhéhung auf 20° sogar eine Abnahme der Reaktions- 
geschwindigkeit verursacht ist. Gerade hier jedoch ist von 
einer Gangsteigerung nichts zu beobachten. 
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Tabelle 17. 


Einfluf der Temperatur auf den Reaktionsverlauf bei Verwendung von neutralisierter H,O,-Lésung. 














































































































Blutlé Blutprobe C, gereingte Hamaselésun 
Bp tl Blutprobe C. i . ~— 6 Blutprobe D. 
hergestellt ‘ HO, “eo-n HO; ‘joo-n 
H,0, "/aoo-n H,0 */200-n Ferment unver- Ferment H,O, 1/z00-n H,0, ‘/200-n 
— diinnt 1:5 verdiinnt 
0° Q* 0° 0° Q° 0° 
2‘ 13,08 2’ |19,80 1’ 17,42 2’ | 19,36 2’ 36,30 o/ 27,61 
595 | 1317 2868 ” | 998 ~~ 40d 307 
5! 9,67 | - 5 | 7,97 2! 9,00 4’ | 13,56 4 =|2176\ [10° — | 19,38 
502 1189 _. | 2499 ; _| 784 1071 293 
7’ 6,88 7’ | 4,61 _. 13/10") 4,59 6/ 9,45 6’ 13,29 20° 9,87 
7 433 1152 2190 646 1001 : 283 
10 | 5,0 10’ | 2,08 A! 2,99 8 | 7,02 8 | 838 30° | 515 
437 7 1746 W 660 922 252 
12 «| 417 5! 2.0 10’ | 5,18 10 =| :«5 48 40’ =| 2.88 
398 622 918 
15°40”) 2.97 | 12 | 3,89 12! 3,59 
17,5° 20° 20° 20° 18° 30° 
2 |1361| | 2 |35,16 1 = | 18,53 2’ | 19.89 2 = | 39.35 4 4,42 
"| 630} «© f°? | 1099 »° | 2610 936 ” | 1408 OTT | 463 
56 o|«S 81 5¢ 116,47 2 =| 10,17 4/ | 12.88 4 =| 16.91 8 | 15,95 
618 fs 971 1998 _. | 880 1289 419 
7 | 668 7 110,53 | ~/. 13! 6,42 6 | 859 6 | 9.34 12’ | 10,84 
627 hatin 953 1948 639 _ | 1243 399 
20° 4,30 10’ | 5,45 4 4,10 8 | 640 8! 5,27 16! 7,51 
601 7 962 | _ 1814 __ | 765 _| 1161 455 
12° 3,26 _ | 12’ | 3,50 5’ 2,70 10’ 450) _ 10’ 20”) 2,85 20’ 4,94 
: 605 . 884 _ | 1642 609 1047 | 474 
15 | 24 | 15 | 1,90 | 6! 1,85 | 12’ | 340! 12°20", 1,76 | 25/30", 3,18 
























Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung, I. 


Das Dargelegte gilt jedoch wiederum nur fiir die Ver- 
haltnisse um den Neutralitaétspunkt. Steigert man die Alkali- 
mengen in dem Reaktionsgemisch bei 30° iiber den Neutralitats- 
punkt hinaus, wie dies in den auf Tabelle 18a mitgeteilten Ver- 
suchen dargestellt ist, so treten nun Erscheinungen auf, welche 
sehr deutlich fiir eine allméhliche Zerstérung des Ferments 
wahrend der Reaktion sprechen. Unter langsamem Abfall der 
Reaktionsgeschwindigkeit tiberhaupt tritt mit wachsendem Alkali- 
gehalt des Reaktionsgemisches ein immer stirkerer Gang der 
K-Werte auf. Es ist dies die gleiche Erscheinung, die wir auch 
bei 0°, hier aber erst bei hdheren Alkalikonzentrationen be- 
obachten. 


Tabelle 18a. 


Verlauf der H,0,-Zersetzung bei 30° unter dem Einfluf geringer Alkali- 
mengen. 
5 ccm Fermentlésung -+ 500 ccm H,O, ‘/200-n. 
















































CO,-freies ‘/es667-n-NaQOH |'/sssss-n-NaQH] = '/20 000-n-NaOH 
dest. Wasser 
2//31,39| 2 3126) | 232,00 = | 2” [31,40] 
"1180 | 159 | 1155 |” 124 
527,72). 5’ 10“\27,83 5'/29,43) 5’ 30” 28,54) 
I. Blut- }.,Jo. ../429 LL. 128 | | | 840) 74,1 
10’ 23,62| 13/10”21,99) |1325,21) 113° 30”/24,90) © 
| 126 | 96,4] | 63,5 | 66,5 
probe E]15/ 20,43 22/ 1018,01 21/ 22.74. 21’ 22.90) | 
| 98,8) | ee | | 404) 50,7 
25//16,35) 35’ 10/14,50| --” 134/20,17 35° 18,86) 
4 “ 78,1] _ | | 63,2 | | 32,4] | 35,0 
35’ 13,66) 55’ 10”, 11,35 50‘|17,90) 50! 16,71) 
| a | 
2/\29,58 2/ 10/7'30,13 2’.33,07 _ 
ee pd ja on 5! 10198 54 wei 5/96 87 — 
probe By? |" lang JO [PM g99 | OP log7 = 
Berke.| 816,25)... | 8/10”/18,85 10’ 20,21) _ 
orne- 386 | 311 ||... |205 
tela. (11//12,45/,, |12/ 10 14,15 19’ 13,22) _ 
yg, [184 8,85( . |18/10”) 9,86(-°> f25/|10,43). 
. roto a . — 
Filtrat |? | "igg5 fo | YP lage “1158 
____ 207 5,98)" fps’ 10%; 6.46)" [a7] a3} | — 
| ' ; 
probe E,| 5/3459. | 5’ |38,08 sie ~ 
ge- lioves.s6- > |10° [30,901 
reinigte 1186 1439 = ies 
Fer- 22’ 15,48) 20° (22,82) “ _ 
= oO 
ment” 132°\11,03 30’ 17,92) - sin 
dsung 129 | 77,7 
45'| 7,50) 45’ {13,74 a _ 







































Tabelle 18b. 


Einfluf geringer Alkalimengen auf den Reaktionsverlauf bei 0° und 30°, 
Blutprobe B, H,O, konz. '/so-n 


LLL EE——EEE———————E—————————————————EEEEEEEEEEEE——————————— as 
































CO,-haltiges Wasser | CO,-freies Wasser Neutralisiert */12 500-n-KOH ‘/1000-n-KOH *) 
r 
a 1/10”) 13,85 1/ 13,91 1/40" | 12,97 1/10") 16,03 1/10”) 14,68 
; ” | 475 el Bid 990| 87 | , ee | B48 365 
~ 3°10”| 11,13 3! 10,98 3/40" | 9,8 10”) 11,02 3/10") 12,44 
= ' 421 | 483 ne 504 76 282 
b 5/10”) 9,17 5! 8,79 5/ 40"| 7,85 810") 7,11 7/10”) 9,75 
= ie tes 358 “| 406 |? | -eaak MP Paeeel cast | 199 
8/10"! 7,16 9/ 6,05 9 40"! 5, 710") 3,28 12/10") 7,75 
3 "| 856 °| 394 387 | | 984 °°! 156 
=| 11/10} 5,60 13/ 421 14/40” | 3,24 26/10") 1,82 19/10”) 6,03 
se 348 434 127 
= 16/10"| 3,75 16’ 3,12 29/10”) 4,50 
. = | 
> 1/20”| 12,61| 1/30} 15,72 vie ae 1/50") 16,44 
ad | 689 et") 968 “| 345 
o 8/20”; 9,18) | 4/30’) 991] _. — _ 4/50”; 13,23) __ 
° oy) pal | earl wel me Pe 
an 0 6/ 20” 4 ly E “d i] a a HO! y 
a 30 mae em | 508 "| | 204 
‘eé 44 . 9 / 4i Ls hd ee es 4/5 44) 
920") 4,82] . |10'30"| 4,76) 1450" 7; 
15/20" 2,15 18/30”; 2.19 ~ _ 24/50" 548) 
| 
4050" 3,78 | 
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') Bei diesem Versuch wurde je eine etwas kleinere Menge titriert. 
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Beriicksichtigt man nun auch hier den Kohlensauregehalt 
des Wassers, so ergibt sich auch hinsichtlich dieses ein unter- 
schiedliches Verhalten gegentiber demjenigen bei 0°. Der Uber- 
gang von kohlensiurehaltigem zu kohlensiurefreiem Wasser 
bedingt bei 30° schon eine charakteristische Abnahme der Reak- 
tionsgeschwindigkeit, auch hier jedoch wieder, ohne daf der 
Gang der K-Werte beeinfluBt wiirde: Das Optimum der 
Reaktion fiir 30° ist in ein Gebiet héherer Wasser- 
stoffionenkonzentrationen verschoben. Diesbeziigliche 
Versuche sind in Tabelle 19 dargestellt. 


Tabelle 19. 
Einflu&{’ der Verwendung von CO,-freiem destillierten Wasser auf den 
Reaktionsverlauf bei 30°. — H,O, '/s0o-n. 





























































Blutprobe A Blutprobe B Blutprobe B 
(Parallelversuch) 
2’ 30” | 39,33 2/10” | 35,68 2’ 10” | 35,03 
a : | "| 301 __ |4287 - : 414 
Gewohn- | 5/30”; 31,94 5/10” | 26,55 5! 20’| 25,09 
268 400 413 
liches | 44/ 22.76 9/10”| 18,36] | 9/20”| 17,71 
_— 242 355 342 
destilliertes | 16. 17,22 14/10” 12,20 14/20” | 11,95 
212 324 " | 882 
Wasser | 21/ 13,49 20/10” | 7,80 20/20"! 7,55 
200 1296 274 
7 10,23 2610"| 5,18 26/20! 5,17 
| | 
2/30” | 38,57 2/10” | 36,63} | 3’ 33,81 | 
; | 266] _ .. 375 335 
CO,-freies | 5’30”| 32,09 5/10” | 28,27 | 6! 26,83 
030” | 24,49| 72" | 9-10”| 20,78 BBE 5 15,02 |? 
destilliertes 10°: | bt 198 rf IWB4. - . 261 
1530”) 19,49) |, 14/10” | 14,99 997 | 20" 11,12 aaa 
T . | é Oa 
Wasser | o9- 30”| 15,85 20/10} 9,94| —-‘ |e7” 7,65 
| 162 253 
28’ 30” | 11,77 26/10”| 7,014 


FaBt man also die durch Erhéhung der Alkalitaét des 





Reaktionsgemisches bei erhéhter Temperatur auftretenden Er- 
scheinungen zusammen, so laBt sich etwa folgendes sagen. 
Wahrend bei 0° durch Entfernen der Kohlenséure aus dem 
Wasser bezw. durch Neutralisation bis zum Farbenumschlag 
des Phenolphthaleins die Geschwindigkeit der Reaktion wichst, 
um bei groBeren Alkalikonzentrationen dann wieder abzunehmen, 
hat bei 30° die Entfernung der Kohlenséiure aus dem Wasser 
ebenso wie die Neutralisation schon den entgegengesetzten 
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Effekt, d. h. die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt hierdurch ab 
und diese Abnahme wachst mit steigendem Alkalizusatz. Es 
besteht aber insofern ein geringer Unterschied in der Wirkung 
der Neutralisation und dem Zusatz gréferer Alkalimengen, als 
durch erstere ebenso wie durch Entfernung der Kohlensaure 
der Reaktionsverlauf im allgemeinen nicht verandert wird, 
wihrend gréfere Alkalimengen einen sehr starken Abfall der 
K-Werte wahrend der Reaktion verursachen. 

Als eine Folge der besprochenen Tatsachen hat zu gelten, 
dafi die Temperaturbeschleunigung der Reaktionen, welche in 
der unveranderten LOsung bereits sehr gering ist, in neutra- 
lisierter Losung entweder ganz verschwindet oder sogar einer 
Temperaturhemmung Platz machen kann, ebenso wie anderseits 
in einem zwischen O und 30° liegenden Temperaturgebiet eine 
gianzliche Unempfindlichkeit der fermentativen Hydroperoxydzer- 
setzung gegeniiber geringen Alkalitétsinderungen bestehen wird. 

Erschwerend fiir eine genaue Untersuchung der Alkali- 
wirkung bei 30° ist der Umstand, daf gelegentlich unter Be- 
dingungen, die sich nicht feststellen lassen, eine starke Schwachung 
des Ferments wihrend der Reaktion eintritt, schon bei Alkali- 
konzentrationen, die nur eben den Farbenumschlag des Phenol- 
phthaleins herbeifiihren. Wir haben dieses Verhalten vorlaufig 
als ein abnormes angesehen, da die Erscheinung nur ge- 
legentlich auftrat, ohne da8 wir trotz zahlreicher Versuche 
den Grund hierfiir angeben konnten. Wahrscheinlich ist die 
Erscheinung begriindet in einer enormen Labilitatssteigerung 
der Fermentlésung bei alkalischer Reaktion. Zur Illustration 
dieser Beobachtung mégen die in Tabelle 18c mitgeteilten Ver- 
suche dienen. Hier sehen wir, wie gelegentlich schon bei ganz 
geringer Alkalitatssteigerung, eventuell auch bei einem zweiten 
Versuche unter ganz gleichen Bedingungen ein auferordentlich 
starker Gang der K-Werte auftritt. 

Ein anderes, die Versuche erschwerendes Moment liegt 
in der leichten Zersetzlichkeit des Hydroperoxyds in alkalischer 
Lésung, die schon von Tammann und anderen!) untersucht 





4) Vgl. hieriitber Gmelin-Krauts Handbuch der anorg. Chemie, 
VII. Aufl. 1907, S. 140. 
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Tabelle 18c. 


Abnormer Einfluf geringer Alkalimengen auf den Reaktionsverlauf 
bei héheren Temperaturen. 





























Lésung Lésung Lis 
Osung «rosa» 
«ganz schwach rosa>}«ganz schwach rosa» 
j | | | 
2’ | 32,95 | 2’ | 33,91 2’ 30 32,66 
hom: a 144 | ° | 229 
Blutprobe C] 5 | 97.89) 5’ | 30,69 5’ 128.62 
, | | 208 : 82,8 193 
20° C. 10’ | 21,96 | 10’ | 27,90 10° 22,92 
’ Md | 168 | 38,8 164 
/s00-n-H,O, | 15’ | 18,09 | 15’ | 26,68 16’: |18,35) 
| | 174 | ’ 19,1 |. | 138 
27° | 11,18 | 25’ | 25,53 25’: |13,80, 
Lésung <farblos» [Lésg.«schwach rosa>} Liésung «rosa» 
Blutprobe C,] 2’ | 18,02 | 2° | 22.77 2’ = |20,82 
ied 983 “| 613 | 427 
gereinigte | 4/ | 11,46 pe 4’ | 17,17 ia 4! 17,10) a, 
om va 4+1¢ 
Ferment: | 6 | 7,48] 6’ | 14,19 6 *|15,71) 
lésung | 914 342 | 164 
" 8 | 4,91 8’ | 12,12 8/ 10//14,69) 
20° C. | 7 | 848 287 ‘| 42,3 
H,O, ‘/so-n | 10’ | 3,33 | 10’ | 10,62 | 11’ 14,15 
| | 12’ | 9,60 

















worden ist. Bei 0° kommt sie unter den von uns angewendeten 
Alkalikonzentrationen nicht in Betracht, wohl aber bei 20 und 
noch mehr bei 30°. Sie scheint veranlaft zu sein durch Spuren 
von katalytisch wirkenden Stoffen, deren Wirkung jedoch erst 
in alkalischer Lésung zur Geltung kommt. Dies folgt daraus, 
daB die Hydroperoxydzersetzung bei bloBer Gegenwart von 
Alkali in bestimmter Menge unter sonst scheinbar vollig gleichen 
Bedingungen sehr veschiedene Geschwindigkeit annehmen kann. 
Es muB8 also noch eine zufallige Bedingung fiir das Zustande- 
kommen der Alkalikatalyse, wie wir sie hier kurz nennen wollen, 
hinzutreten. Und diese besteht wahrscheinlich in einer sehr 
schwer mit aller Sicherheit vermeidbaren Verunreinigung der 
Reaktionsgefaf wande. 

Es wire also demnach immer mdglich, daB sich tber 
die Fermentkatalyse die Alkalikatalyse tiberlagert, sobald man 
bei alkalischer Lésung und hdheren Temperaturen mit dem 
Ferment arbeitet. Es la&t sich jedoch zeigen, dai der die 
Alkalikatalyse aktivierende Stoff durch die Fermentlosung 
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zweifellos aufer Funktion gesetzt wird. Dies geht aus der 
folgenden Versuchsreihe hervor. (Tab. 18 d.) 


Tabelle 18d. 


Einfluf§ des Ferments auf die Zersetzung des Perhydrols bei 30° 
in alkalischer Lésung. 
H,O,-Konzentration ‘/aoo-n, Alkali (KOH)-Konzentr. 1/s00-n, 30°. 


























1. 2. 3. 
01 r _ Mit 10 ccm Ferment- h 
ine Fermentzusatz lésung Ohne Fermentzusatz 
1/50”| 11,99 oe a 15,18 1/10 | 12,78 
: 755 678 
4’ 50” 7,12 5/ 14,69 4/10’ | 8,00 
i 699 578 
8/ 50” 3,74 8/10”| 4.70 ; 
a 936 , 626 
12’ 50” 1,58 1210” | 2,64 

















Im Versuch 1 ist die Alkalikatalyse des Wasserstoffsuper- 
oxyds mit '/so0-n-Kalilauge dargestellt, die, wie man sieht, bei 
dieser Kaliumhydroperoxydkonzentration sehr rasch verlaufen 
kann. Setzt man unter den gleichen Bedingungen auBerdem 
Ferment hinzu, so ist die Reaktion fast zum Stillstand ge- 
kommen: Das starke Alkali hatte die Fermentwirkung 
fast aufgehoben, anderseits ist aber auch die Alkali- 
katalyse durch das Ferment zum Verschwinden ge- 
bracht worden. Reinigt man darauf das Kolbchen, in dem 
die Reaktion vorgenommen worden war, griindlich durch mehr- 
maliges Ausspiilen, so tritt die Alkalikatalyse bei einem neuen, 
dem ersten analogen Versuch in ungefahr der gleichen Starke 
wieder auf. Die gleiche Wirkung, wie wir sie eben an dem 
lebenden Ferment kennen gelernt haben, scheint auch dem 
Ferment zuzukommen, wenn es durch Kochen zerstort ist. 

Es bleibt nun noch tibrig, die Wirkung geringer Saure- 
mengen auf die fermentative Hydroperoxydzersetzung bei er- 
héhter Temperatur zu untersuchen. Wir wahlten als zuzusetzende 
Siure wie bei den 0°-Versuchen wiederum Schwefelsaure, weil 
das Sulfation nach Senter sowohl wie nach Lockemann und 


seinen Mitarbeitern ohne Einflu8 auf das Ferment ist, wahrend 
dies bei dem Chlorion nicht der Fall zu sein scheint. 
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In Tabelle 20a und b sind die Versuche so dargestellt, 
daB fiir jeden Saurezusatz gleichzeitig der 0°- und der 30°- 
Versuch untereinander angefiihrt ist. Ohne weiteres ist nun 
zu sehen, dafi auch bei 30° schon der geringe Zusatz, der 
einer Konzentration der Schwefelséiure in der Liésung von 
etwa !/100000 normal entspricht, eine starke Schwiachung der 
Fermentwirkung bedingt, die dann auch mit wachsendem Sdure- 
gehalt in dem Reaktionsgemisch, wenn auch nicht entfernt 
proportional diesem zunimmt, ohne daf durch die Saure eine 
Zunahme des Ganges der K-Werte verursacht wiirde. Im 
Gegenteil, man gewinnt den Eindruck, wenn man von dem 
letzten Versuche mit der héchsten Séurekonzentration in Ta- 
belle 20a absieht, dafi die K-Werte in dem siurehaltigen 
Reaktionsmedium eine Neigung zu gr6dferer Konstanz zeigen. 
Besonders interessant ist jedoch, dab die Schwichung durch 
die Sdure bei héherer Temperatur viel geringer ist 
als bei tiefer, die Verhdltnisse also hier gerade um- 
gekehrt liegen, wie hinsichtlich der Alkaliwirkung. 

Der Versuch bei 30° in !/10000 normal saurer Lésung ist, 
falls sich die Reproduzierbarkeit desselben bestitigen sollte, 
bemerkenswert, weil er fiir die Richtigkeit der friiher er- 
wiahnten Vermutung spricht, daf der Unterschied in der Wir- 
kungsweise der Siure auf Himase und andere Katalasen in 
erster Linie auf die Verschiedenheit der angewendeten Saure- 
konzentrationen zuriickzufiihren ist. Der allmahlich zerst6renden 
Wirkung alkalischer Fliissigkeiten, die sehr deutlich an dem 
gesteigerten Gange der K-Werte zum Ausdruck kommt, ent- 
sprache dann eine analoge Eigenschaft saurer F'iissigkeiten, 
wenn der Wasserstoffionengehalt in diesen eine bestimmte 
Hohe erreicht hat. In beiden Fallen tritt die Wirkung um so 
starker auf, je hdher die Reaktionstemperatur ist. 


e) Nahere Untersuchung der Saéure- und Alkali- 
wirkung. 


DaB die starke Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit, 
welche beim Ansiuern der Reaktionsfliissigkeit auftritt, und 
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Tabelle 


20a. 


Einflu& von geringen Saéuremengen auf den Reaktionsverlauf bei 0° und 30°. 
Blutprobe D, H,O,-Konzentration '/200-n. 












































Unverandertes 
Mercksches '/100000-n-H,SO, ‘/ese67-n H,SO, ‘/50 000-n-H,SO, ‘/s0 000-n-H,SO, ‘/:0 000-n-H,SO, 
Perhydrol 
| 
5’| 28,48 10’| 32,78 5! 30” 36,17 5 30”) 34,82 5’ ~—s| 36,85 10’ | 36,32 
173 | 67,2] ~ 46,6) — we | 49.5 ”| 19.6 26,5 
10’| 23,28 20'| 28,08 10’ 30 34,28 10’ 30’ | 32,89 10/ | 36,03 20’ | 34,17 
168 60,8 40,2 39,4 22.7 26,1 
15’| 19,19 30’ | 24,44 20/ 30”| 31,25 20/30” 30,04 15’ | 35,10 40/ | 29,88 
ore | 199 58,6 42.0 431) ‘ 21,3 30,3 
25’| 12,89 40’ | 21,33 30! 30”) 28,37 30’ 30”) 27,20 35’ —| 81,82 60’ | 25,99 
175 61,4 39.1 36,5 22.3 33,8 
35’| 8,61 50’| 18,52) _ [4030 25.93 45’ 30’| 23,98 55’ «| 28,74 80’ | 22,24 
170 56,3 37,6 22.6 37,1 
45’| 5,82 60’| 16,27 50/ 30”| 23,78 | 75’ «| 25.87 100’ | 18,75 
4’| 21,48 4! | 24.77 4 | 24.82 | 4 | 297,91 4’ | 99. 49 5! | 27,76 
564 1519 | 476 |__| 884 303 _ | 200 
8’| 12.78 8’| 15,36 8 =| 16,01 | 8’ | 20,52 8 | 22.96 10’ | 22.05 
567 484 | 471 |_| 312 272 _ | 125 
12'| 7,58 12’| 984 12’ | 10,38 | 12’ | 15,40 12’ | 17,33 20’ | 16,55 
505 449 | 428 | | 317 /312 64,4 
30°] 16| 476|° | 16) 6,51 16° | 7,00 | 16’ | 11,50 17 | 12,10. 30’ | 14,27 
527 466 | 433 | | 308 285 32.3 
20'| 2.93 20'| 4,24 20! 4.69 | 20° | 866! 22° | 8.72 45! | 12.77 
453 523 372 |__| 998 | 267 15,2 
24'| 19 24) 2.62) 24! 3.33 24° | 658) 28° =| 603| 79'| 11,34 
| | 1 278 
| | 38/10"| 3,18| 
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Tabelle 20b. 


Einfluf von geringen Siuremengen auf den Reaktionsverlauf bei 0° und 30° 
in CO,-freiem Wasser. 
Blutprobe E. — H,O,-Konzentration ‘/200-n. 












































——_ ee 
1. Il. IIL. 
CO,-freies a ‘/s0000-n-H,SO, 
66667-n-H,SO 1/33 333-n-H,SO 
dest. Wasser | _s adi. 
2’ | 36,68 2’ —-'| 38,86) 2'| 39,17 “n 
-|160 | | se ne | 221. 7,17 
5’ | 32,85 5! 37,75) 25/ | 37,71 a= 
: 128 | - "| 16,4 : 6,07 
15’ | 24,48 15’ | 36,35) |.” | 60’) 35,91 on 
. 414 | "| 15,5 ee ae, 
» | 25 | 18,85 {30° | 34,45) -°” | 0¢| 33,75 ne 
0 92,6] | 10,7] _ |. 47,6 
50’ | 11,06 50° 32,79 ) 5 | 31,95) on 
— ol, 
0’ | 28.66) 15/| 28,41)”. ~~ 
‘ | 79,3)” 51,5 
5’ | 26,16 | 35/ | 22.41 _ 
, | 53,3 
15’ | 23,14 oe 
2/| 31,39 2! 31,48 2° | 31,80 2/| 38,53) 
180 | _ 149 _/121 54,8 
5! | 27,72 5’ | 28,40, 5! | 29,25 5 | 37,10 
139 118 1104 7,1 
ay of 10’ | 23,62 10° ‘| 24,78] 10’| 25,96) = | 24) 31,19, 
3 126 98,1 80,3 | _ | 49,9 
15/ | 20,43 20’ | 19,77) |”. | 20’ | 21,58 45! | 24,22 
; "| 96,8 86,5 | 72,8 
25’ | 16,35 30’ ‘| 16,20 30’| 18,25) ©”. 
, 78,1 63,0 61,5 
35/ | 13,66 40! 30“| 13,91 40’ | 15,84 
































zwar bei 0° bedeutend starker als bei 30° (sich also schon 
dadurch von der gangsteigernden Wirkung, die eben besprochen 
wurde, prinzipiell unterscheidet), nichts mit einer dauernden 
Zerstorung des Fermentes zu tun hat, kann leicht an den in 
Tabelle 20 b und ec, sowie in den in Tabelle 21 unter I und 
III mitgeteilten Versuchen erkannt werden. In den in Tabelle 20b 
dargestellten Versuchen II und III und in dem in Tabelle 20 c 
ist so verfahren worden, daf, nachdem die Reaktion einige 
Zeit in saurer Lésung fortgeschritten war, das Reaktionsgemisch 
nach Zusatz eines Tropfens Phenolphthalein mit verdiinntem 
Alkali bis zum Farbenumschlag neutralisiert wurde, worauf 
die Messungen der Reaktionsgeschwindigkeit ihren Fortgang 





‘) Die Lésung wird nach diesem Zeitpunkt neutralisiert bis zum 
_ Farbenumschlag des Phenolphthaleins. 
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Tabelle 20ce. 


Einfluf{ von geringen Séuremengen auf den Reaktionsverlauf bei 0° 
in CO,-freiem Wasser. 
Blutprobe E, gereinigte Fermentlésung. 


————————————————————————————————————————————————————————— ee 





CO,-freies Wasser ohne Séurezusatz. */es667-n-H,SO, 
2’ 30” 42.57 | 3! 46,73 
. — 186 ; |} 11,2 
10’ 30” 30,20 | 6 46,37 
167 | 14,0 
21/30’ 19,77 =| : 16’ 44,90 | 
; | 156 : 10,8 
33/ 80” 12.86 | : 130! 33,85 
| 125 1) 
48/30” 839 | 0! 82,36 
| 7 127 
| 3! 29,65 
| 143 
| 10/ 30” 23,16 
| Nees 126 
| 24/ 15,65 














nahmen.?) Man sieht, dafi, wenn auch nicht in allen Fallen 
die K-Werte der Normalversuche durch die Neutralisation er- 
reicht werden, die Reaktionsgeschwindigkeit sich doch sehr 
erheblich «erholt» hat, ein Beweis dafiir, da die Abnahme 
der Reaktionsgeschwindigkeit in saurer L6sung ein umkehr- 
barer Vorgang ist. Das gleiche beweisen die in Tabelle 21 
mitgeteilten Versuche unter I und III. Bei der bei 0° ausge- 
fiihrten Versuchsreihe, welche die ausfiihrlichere ist, erkennt 
man zuniichst aus einem Vergleich von Versuch II und III, dah 
fiir die Hohe der bei dem betreffenden Versuch gemessenen 
Reaktionsgeschwindigkeit es vollig ohne Belang ist, ob man 
die Messung gleich nach Zusammenbringen von Ferment, Saure 
und Hydroperoxydlésung beginnt oder ob man die saure Fer- 
mentldsung etwa 18 Stunden stehen ]aBt, um dann erst durch 
Zusammenbringen mit der Perbydroll6sung die Reaktion ein- 
zuleiten; eine weitere Schiidigung des Ferments kann auch 
bei dieser langen Einwirkungszeit nicht stattgefunden haben. 


') Die Lésung wird nach diesem Zeitpunkt bis zum Farbenumschlag 
des Phenolphthaleins neutralisiert. 

*) Durch den Vorgang der Neutralisation, die mit KOH oder NaOH 
vorgenommen wurde, werden aufer der damit beabsichtigten Entfernung 
freier H-lonen K* bezw. Na’ gebildet, die jedoch nach Senter keine merk- 
liche Wirkung auf das Ferment haben. 
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Tabelle 21. 

Verlauf der H,O,-Zersetzung, wenn Saéure vor Einleitung der Reaktion 

auf das Ferment eingewirkt hat. 
Blutprobe D. H,O,-Konzentration ‘/200-n. 

Die Einleitung der Reaktion erfolgte durch Zufiigen des H,O, zur 
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Fermentlésung. 
= 
1. 2. 8. 4, 
Ohne Sdurezusatz.J>ofort nach Saure-| 18 Stunden nach [3 Tage nach Saure- 
J » eeiealiland zusatz, Saurezusatz, zusatz, 
— nicht neutralisiertjnicht neutralisiert neutralisiert 
I. 0°. Sa&urekonzentration in der Mischung 1/10 000-n-H,SO,. 
y ft936 (271 a0-/aet7| 2°) a0-|sa06| 22° | sor 36] 2 
~ ae : 7) 964 pod mpd ee ri Prien 233 
| eee [88] 2), orton | 80:3] oe, l org 802 | on, lra'nn| 222 
i” ee 252 te pny 33,8) Ol’ eid 30,4 | 20 pe 227 
| 100 | 18,75 101/| 17,51 | a9’ | 35’ | 64 
| | 144/' 13,85) ” 
II. 30°. Saéurekonzentration in der Mischung '/10000-n-H,SO,. 
: 2. 3. 4, 
Ohne Sadurezusatz,|oofort nach Saéure-] 73 Minuten nach} 75 Minuten nach 
iia: gelling zusatz, Saurezusatz, Saurezusatz, 
™_ Siler Inicht neutralisiert{nicht neutralisiert] neutralisiert 
: pete | 463 . m7 78 | 200 i. a 70,5 | 2. 30" poe 99) 419 
{2/ soa = eve si 20’ |2 78/8 — “4 a — 
; a er | 899 oY | 165D) GA 7 alt 36,9 [> eee) 80,8 
16 | 7,51 455 30 14,27 32,2 € oO 2 | 17,4 15 a é 61,3 
20's | 4,94 | ,| 45’ | 12,77 | 45’ | 24,03 | g [25 23,68 
i “| 47 15,2 4,9 | 41,1 
25/30") 3,18 | 79’ | 11,34 80/ 23,10, 42’ 20,16 
IlI. 30°. S&urekonzentration in der Mischung '/s0000-n-H,SQ,. 
1. 2. 3. 4. 
Ohne Saurezusatz,|Sofort nach Sdure- 114 Minuten nach 
aber neutralisiert |. gn pare as 
we pepe neutralisiert 
iam 2’ 128.97 
20, 59 | 312 ome ay 20,94! 447 
Wie Il. 1. / aia 4 ‘ 
1130 308 asi 2" 10,09) 408 
24/ | 6,58 | - 23’ | 3,58 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 20 
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Fast noch deutlicher erhellt dies aus Versuch 4, bei dem das 
Gemisch von Ferment und Séure nach einer 3tagigen Ein- 
wirkungszeit zunichst neutralisiert wurde, worauf dann wiederum 
die Aktivitiit der Fermentlésung nach Zusatz von der gleichen 
Perhydrolmenge wie bei den anderen Versuchen messend ver- 
folgt wurde. Ein Vergleich von Versuch I und IV ergibt, daf 
trotz der sehr langen Einwirkungszeit von Siiure auf das 
Ferment dieselbe Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wurde, 
welche der in neutralem Medium ausgefiihrte Normalversuch 
ergeben hatte. Diesem Versuche entspricht in jeder Beziehung 
der in III unter 4 mitgeteilte bei 30°, nur daf hier die Ein- 
wirkung der Siiure nur tiber 114 Minuten ausgedehnt, und die 
Siurekonzentration innerhalb derjenigen Grenzen gehalten 
wurde, in denen der vorhin besprochene Séuregang noch nicht 
bemerkt werden konnte, was jedoch vollig ausreicht, um zu 
zeigen, dafs die auch bei dieser Temperatur auftretende Ab- 
nahme der Reaktionsgeschwindigkeit bei saurem Reaktions- 
gemisch nichts mit einer FermentzerstOrung zu tun hat. Wie 
ein Vergleich von Versuch 4 mit dem unter II 1 mitgeteilten 
Normalversuche bei 30° in neutralem Reaktionsmedium ergibt, 
ist hier das Ferment vollstiéndig erholt, d. h. die Anfangskon- 
stanten beider Reaktionen zeigen vollige Ubereinstimmung. 
Anders liegen die Verhiiltnisse, wenn man die Séurekonzen- 
trationen so weit steigert, daB der Saéuregang bei 30° auftritt. 
Dann erweisen die in II unter 3 und 4 mitgeteilten Versuche, 
die nun ohne weiteres verstandlich sein werden, dai einmal 
die Liinge der Einwirkung von Siéure und Ferment aufeinander 
nicht ohne bleibenden Einflu8 auf die Reaktion ist und daf 
anderseits diese Wirkung auch nicht mehr vollig umkehrbar ist. 

Wie liegen nun diese VerhAaltnisse bei alkalischen Lésungen? 
Es sei gleich hier bemerkt, daf infolge der vorhin beschriebenen 
mannigfaltigen Schwierigkeiten, die sich gerade hier bemerkbar 
machen, eine vollige Klarheit vor allem beziiglich der Wirkung 
geringer Mengen von Alkali nicht zu erlangen war. Wir haben 
uns deshalb vorlaufig nur auf die Mitteilung einiger Versuche, 
bei hoher Alkalikonzentration (1/1000), beschrankt. Die Versuche 
sind ganz entsprechend wie diejenigen in Tabelle 21 ausgefihrt, 





























Aaa GSU vers. a een 


: 
& 
sy 
s 
2 
7 


Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. I. 299 
nur daB hier die Zeit der Einwirkung von Alkali auf Ferment 
bei den aufeinander folgenden Versuchen jedesmal liinger ge- 
wihlt ist (Tab. 22). Weder bei 30° noch bei 0° ist von einer 
Umkehrbarkeit der Wirkung zu sprechen, d. h. durch Neutra- 
lisation kann weder die kiirzere noch liingere Zeit mit Alkali 
in Beriihrung gewesene Fermentlésung wieder auf ihren ur- 
spriinglichen Aktivititsgrad zuriickgebracht werden, wie leicht 
aus einem Vergleich der unter I angefiihrten Normalversuche 
mit den unter III, 1V und V angegebenen Versuchen hervorgeht. 
Auch ist leicht festzustellen, wie die Fermentschwichung durch 
Alkali mit wachsender Dauer der Einwirkung stindig zunimmt, 
und zwar bei 30° mehr als bei 0°. Daf die Wirkung jedoch 
auch bei 0° deutlich vorhanden ist — sie kénnte nach der 
geringen Verschiedenheit der K-Werte von Versuch III und IV, 
welche einer so kleinen Verschiedenheit in der Einwirkungs- 
dauer entspricht — fraglich erscheinen, geht aus einer Ver- 
suchsreihe hervor, in der die Wirkung des Alkalis 3 Tage 
dauerte. Nach dieser Zeit neutralisiert, zeigt das Ferment iiber- 
haupt keine Aktivitaét mehr. Ein Beweis dafiir, dafi alles Ferment 
unwiederbringlich zerstOrt worden ist. 

Eins ist jedoch bei diesen Versuchen auffiillig! Wenn die 
Wirkung des Alkalis, wie sie auch in dem gesteigerten Gange 
zur Anschauung gelangt, vollstiindig irreversibel wire, so sollten 
die Anfangskonstanten der Versuche, bei denen Alkali und 
Ferment bestimmte Zeit lang aufeinander eingewirkt haben, die 
Alkaliwirkung dann jedoch mit Beginn der Reaktion durch 
Neutralisation aufgehoben wurde, denjenigen K-Werten der 
in alkalischem Medium angestellten Reaktion gleich sein, die 
den etwa nach einer der Einwirkungsdauer von Ferment und 
Alkali gleichen Zeit gefundenen Titerwerten entspriéchen. Dies 
ist jedoch nicht der Fall, sondern die Werte der «Inkubations- 
versuche»!) sind stets héher. DaB dies nicht seinen Grund 
in einer doch vorhandenen teilweisen Umkehrbarkeit der Alkali- 





') Diesen Ausdruck hat Senter zur Bezeichnung solcher Versuche 
angewandt, in denen schon vor Beginn der Reaktion das Ferment der 


Wirkung irgend eines Stoffes ausgesetzt wurde. 
20* 
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Tabelle 22. 





Verlauf der H,O,-Zersetzung, wenn eine starke Alkalilésung vor Einleitung der Reaktion auf das Ferment eingewirkt hat. 


Blutprobe B. H,O,-Konzentration '/so-n. 


CO,-freies Wasser. 


Alkalikonzentration in der Lésung 4/1000-n-KOH. 


Die Einleitung der Reaktion erfolgte stets durch Zufiigen des H,O, zur Fermentlésung. 




















I. Il. II. IV. V. 
3 — Sofort nach Alkali- 5 Minuten 15 Minuten 100 Minuten 
® pees zusatz ohne nach Alkalizusatz nach Alkalizusatz nach Alkalizusatz 
na Neutralisation neutralisiert neutralisiert neutralisiert 
© 1/ 13,73 i 110" 14,68 | - 1 20" | 16,81 a 110") 18,90 | - _ 
E 3/ 10.40 ns 3 15" 12,44 | pin 4! 20" 12,73 en 5! 10") 13,87 | ie —- 
= go | 5 8,11 ca 710") 9,75 | we 8 20" 9,04 | wn 9/10”) 10,84 | te — 
: 7 647 pe 12°10" 7,75 | en 13’ 20” | 6,35 ent 17°10") 6,91 | nee — 
S 10° | 4,70 | pees 19/10”) 6,03 | san 22/20" 3,62 | ee 26/10" | 4,73 | — 
ff 13° | 3,50 29'10"| 4.50 | 29/20” | 2.49 | | 
> | | | 
= 30" 15,72 ggg | 1/50", 16,44 | gig | 1780%| 20,52 | ggg | 1/30") 18,80... | 1°30") 38,06) 
4°30") 9,91 pam 4°50” | 13,23 | ae 4/30” | 15,64 a 430”) 15,95 | fe 5’ 30” | 34,75 vig 
ago | 730”) 6,76 “ai 50” 10,47 | 4, | 880") 11,70 | oo | 930%) 13,40 | gy 930") 32:25) 404 
10’ 30 76 | pe 14’ 50") 7,90 | ica 13/30” 898 ie 1930” 11,09 117/30” | 29,47 naps 
m 18°30") 2,19 24! 50 548 as 24/30"! 547) — 34/30” 26,82: — | 
= | 40) 50% | 3,78 | 
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fermentschwachung hat, geht daraus hervor, dai, wenn man die 
Neutralisation unterlaft, die Anfangskonstanten der Reaktion 
ebenfalls oberhalb der Werte des normalen Alkaliversuchs liegen. 
Es muB also die schwiéchende Wirkung des Alkalis auf das 
Ferment grofer sein, wenn gleichzeitig Peroxyd vor- 
handen ist, d.h. wenn das Ferment sich in Titigkeit 
befindet. Dab aufer der allgemein zerst6renden Wirkung 
des Alkalis auf das Ferment, welche durch die Inkubations- 
versuche dargestellt wird, noch eine andere Erscheinung die 
fermentative Hydroperoxydzersetzung in alkalischer Lésung 
charakterisiert, erhellt insbesondere noch aus einer niheren 
Betrachtung der K-Werte in den Alkaliversuchen. Wahrend 
man namlich eine gleichformige Abnahme der K-Werte er- 
warten sollte, wenn eine Zersetzung des Ferments als die 
einzige Ursache des Ganges und der Aktivitiitsabnahme anzu- 
sehen ware, sinken tatsachlich die K-Werte und damit also 
auch die Fermentaktivitét in den ersten Minuten der Reaktion 
auBerordentlich stark unter die Halfte ihres Anfangswertes 
herab, um dann in den spateren Phasen der Reaktion viel 
langsamer abzunehmen. Bei den Versuchen mit schwachem 
Alkali wiirde man dann nur das Vorhandensein der letzteren 
schnell in Erscheinung tretenden Wirkung anzunehmen haben. 


Kurze Zusammenfassung. 


Fassen wir die Ergebnisse dieser Untersuchung zusammen, 
so laft sich etwa folgendes sagen: 

1. Der Reaktionsverlauf der fermentativen Hydroperoxyd- 
zersetzung mit aus Blut gewonnenen Fermentlésungen pabt 
sich im allgemeinen nicht dem Schema der Reaktion 
erster Ordnung an; insbesondere geniigen die von Senter 
gegebenen Erklirungen nicht, die Abweichungen von diesem 
Schema zu deuten. Anderseits ist es uns aber auch nicht 
gelungen, Bedingungen zu finden, die einen solchen 
Reaktionsverlauf unter allen Umstinden garantieren. 
Vor allem fallt das Optimum der Wirkung einer Fer- 
mentlésung nicht mit der gr68ten Annaherung an eine 
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Reaktion erster Ordnung zusammen. Immerhin besteht 
unter bestimmten Versuchsbedingungen eine annahernde Pro- 
portionalitaét zwischen Fermentkonzentrationen und den aus den 
in der ersten Phase der Reaktion stattfindenden Hydroperoxyd- 
abnahmen nach der Reaktionsgleichung erster Ordnung be- 
rechneten K-Werten, sodaB diese ceteris paribus als Maf fiir 
die Fermentaktivitét gelten kénnen und es sich daher einst- 
weilen empfiehlt, den Reaktionsverlauf durch eine Reihe solcher 
aus verschiedenen Phasen der Reaktion berechneten K-Werte 
darzustellen. 

2. Die Reinheit der Fermentlésung, d. h. das Fehlen der 
mit dem Ferment in den natiirlichen Gewebefliissigkeiten vor- 
kommenden, nicht aktiven Stoffe, scheint eine sehr geringe 
Bedeutung fiir die Art des Ablaufs der fermentativen Hydro- 
peroxydzersetzung zu haben. Doch ist eine mdglichste Rein- 
heit der Fermentlésung aus versuchstechnischen Griinden er- 
wiinscht. Allerdings tritt mit wachsendem Reinheitsgrade eine 
Zunahme der Empfindlichkeit der Fermentlésung gegeniiber 
irgend welchen Schidigungen auf. 

3. Das Hydroperoxyd tibt, wie schon Senter beobachtete, 
einen schédlichen Einflu{B auf das Ferment in den Hamase- 
lOsungen aus, was sich bei 0° schon in etwa !/so0-n-Wasser- 
stoffsuperoxydlésung bemerkbar macht. 

4. Ohne EinfluB auf den Reaktionsverlauf ist in gewissen 
Girenzen die Héhe der zugesetzten Fermentmenge. 

5. Von erheblichem Einflu8 auf die Reaktionsgeschwindig- 
keit und den Reaktionsverlauf der Hydroperoxydzersetzung ist 
der Neutralitiitsgrad des Reaktionsgemischs. 

Bei O° verliauft die Reaktion am schnellsten etwa beim 
Neutralitiétspunkt reinen destillierten Wassers, sodafi schon der 
Kohlensaiuregehalt des gewohnlichen destillierten Wassers einer- 
seits, anderseits ein Alkalizusatz bis zum Farbenumschlag des 
Phenolphthaleins eine mehr oder weniger erhebliche Abnahme 
der Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hat. Bei hdheren Tem- 
peraturen ist das Optimum mehr nach Gebieten héherer Wasser- 
stoffionenkonzentrationen verschoben, sodaB hier die Entfernung 
der Kohlensiure aus dem destillierten Wasser gerade den ent- 
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gegengesetzten Effekt wie bei 0° hat, d. h. eine Abnahme der 
Reaktionsgeschwindigkeit bedingt. 

Steigert man den Saéurezusatz bei 0°, so sinkt die Reaktions- 
geschwindigkeit zuerst sehr schnell, spater langsam, ohne dab 
das Ferment jedoch hierdurch dauernd geschiidigt wird. Auch 
die Sittigung des Reaktionsgemischs mit CO, bei 0° bedingt 
einen sehr starken Riickgang der Reaktionsgeschwindigkeit. 
Bei 30° ist die Wirkung der Séure auf das Reaktionsgemisch 
viel schwiicher, dagegen tritt schlieBlich eine Zerst6rung des 
Ferments durch die Saure bei dieser Temperatur ein. 

Steigert man bei 0° den Alkalizusatz, so sinkt die Reak- 
tionsgeschwindigkeit ebenfalls weiter. Gleichzeitig wird jedoch 
auch der Reaktionsverlauf beeinflu{t und die Ursache hierfiir 
ist eine wenigstens zum Teil nicht umkehrbare Zerstérung des 
Ferments. 

Bei 30° treten alle diese Wirkungen in sehr verstiirktem 
Mabe auf. 

6. Der Einflu{ der Temperatur auf die Reaktionsgeschwin- 
digkeit ist auch dann, wenn durch niedrige Hydroperoxydkon- 
zentration eine Oxydation des Ferments in der Lésung ver- 
mieden wird, auffallend gering, aber nicht fir alle Ferment- 
ldsungen vollig gleich. 

Infolge der beschriebenen Verschiedenheit der Lage des 
Reaktionsoptimums hinsichtlich des Neutralitiitsgrads der Re- 
aktionsfliissigkeit verschwindet der Temperatureinflufi in Re- 
aktionsgemischen, die bis zum Farbenumschlag des Phenol- 
phthaleins neutralisiert sind, fast vollstindig, ja es treten Fille 
ein, in denen, ohne daf eine Beeinflussung des Keaktionsver- 
laufs bemerkbar ware, Temperaturerhohung zu einer Reaktions- 
verzogerung fiihrt. 


Die vorliegende Untersuchung wurde im Laboratorium 
fiir angewandte Chemie zu Leipzig ausgefiihrt, dem der eine 
der Verfasser (Waentig) als Assistent angehort. Herrn Ge- 
heimrat Beckmann, dem Leiter des Instituts, sei fiir die Uber- 
lassung von Apparaten und anderen Hilfsmitteln der verbind- 
lichste Dank ausgesprochen. Ganz besonders verpflichtet ist 
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ihm der andere Verfasser (Steche) fiir die gastfreundliche Auf- 
nahme im Institut, die allein ein nutzbringendes Zusammen- 
arbeiten erméglichte. Ebenso schuldet er seinem Chef, Herrn 
Geheimer Rat Chun, herzlichen Dank fir die zeitweilige Ent- 
bindung von seinen Assistentenpflichten, nur dadurch liefen 
sich die zeitraubenden Versuche durchfthren. 

Die Untersuchung wird fortgesetazt. 








Zur Histochemie der Spermatozoen. 


Von 


H. Steudel. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. April 1911.) 


Unsere heutigen Anschauungen tiber die chemische Zu- 
sammensetzung der Zelle, und speziell des Zellkernes, beruhen 
im wesentlichen auf Untersuchungen, die an den Kernen von 
Leukocyten, an Kernen von Vogelblutkérperchen und besonders 
an den K6épfen von reifen Spermatozoen einiger Fischarten 
angestellt sind. Die Analysen am letztgenannten Objekt sind 
hauptsadchlich von Miescher ausgefiihrt, der die Spermatozoen 
des Lachses eingehend untersucht hat. Seine Resultate sind 
nach seinem Tode von Schmiedeberg?) berechnet und heraus- 
gegeben, und nach ihm besteht der von der Intercellularfliissig- 
keit getrennte und vom Schwanze isolierte Kopf des reifen 
Spermatozoons des Lachses nach der Extraktion mit Alkohol 
und Ather im wesenilichen aus nucleinsaurem Protamin und 
zwar zu 60,50°/o aus Nucleinséiure und zu 35,56°/o aus Pro- 
tamin = 96,06°/o neutralem nucleinsauren Protamin. 

Einen ahnlichen Wert (62,96°/o) fiir Nucleinsaure erhielt 
Mathews?) bei der Untersuchung der Spermatozoen des Herings. 
Burian,*) der die Zahlen Mieschers statt auf die altere Nuclein- 
siureformel C,,H;,N,,P,0,, auf eine Formel C,,H;,N,,P,0,, 





') Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXXVII, S. 118. — Miescher, 
Gesammelte Abhandlungen, Bd. II, S. 359. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 410. 

*) Ergebnisse der Physiologie, Bd. V, S. 806. 
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berechnet hat, findet statt der Schmiedebergschen Zahlen 
59,83°/o Nucleinséure und 35,32°/o Protamin. 

Da nun seit den Untersuchungen Mieschers (seine letzten 
Arbeiten wurden von Schmiedeberg 1896 herausgegeben) 
sowohl unsere Kenntnisse tiber das Protamin wie iiber die 
Nucleinséiure sich wesentlich erweitert haben, so schien mir 
bei der Wichtigkeit dieser Untersuchungen fiir unsere gesamten 
Anschauungen tiber den Aufbau der Zelle eine erneute Inangriff- 
nahme dieser Analysen geboten. Miescher hatte naturgemif 
noch mit unvollkommenen Methoden bei der Isolierung der 
Nucleinséure und des Protamins gearbeitet, sodafi seinen ex- 
perimentell gefundenen Zahlen manche Mangel anhaften, wahrend 
es doch notwendig erscheint, dafi gerade in dieser wichtigen 
Frage wirklich einwandfreie Zahlen erhalten werden. So hat 
er z. B. niemals die Nucleinsiure als solche direkt bestimmt, 
sondern er hat die mit Alkohol und Ather erschépften Sperma- 
tozoenképfe in der Kiilte mit Salzsiiure extrahiert, um das 
Protamin zu entfernen. Durch solche Extraktion lieBen sich 
aber nur 19,78°/o Protamin!) gewinnen und es muBte dabei 
sorgfiltig darauf geachtet werden, daB die Salzsiure nicht etwa 
Nucleinséure zersetzte und freie Phosphorsiiure im Extrakt er- 
schien. Deshalb konnte natiirlich auch das Protamin_ nicht 
griindlich aus den Kopfen extrahiert werden, ein Teil blieb 
immer mit der Nucleinsiiure vereint im Riickstand zuriick 
(16,29°/onachSchmiedeberg)?) und die Menge der Nucleinsaure 
konnte nur indirekt aus dem Phosphorgehalt dieses Riickstandes 
berechnet werden. Hier mufte man aber notwendigerweise saimt- 
lichen Phosphor des Ausgangsmaterials wiederfinden (es war 
sorgfiiltig vermieden worden, Phosphorsaure ins salzsaure Extrakt 
hineinzubekommen), und wenn man nun aus dem Phosphorgehalt 
des Riickstandes die Nucleinséure berechnete, so war es nicht 
weiter auffaltig, dab saémtlicher Phosphor in Form von Nuclein- 
sdure wiedergefunden wurde. 

Ich habe mich also bemiiht, auf andere Weise die Frage 
zu losen, und die Nucleinsiure aus den Spermatozoenkopfen 


') Miescher, Arbeiten, Bd. Il, S. 398. 
*) Miescher, Arbeiten, Bd. II, S. 407. 
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nach der Methode von Neumann isoliert. War wirklich simt- 
licher Phosphor in Form von Nucleinséure vorhanden, so durfte 
jetzt im Filtrat der ausgefallten Nucleinsiure kein oder doch 
nur spurenhaft Phosphor gefunden werden. 

Fiir den ersten Versuch, den ich in dieser Richtung unter- 
nommen habe, standen mir ca. 25 g reine KOpfe von reifen 
Heringsspermatozoen zur Verfitigung. Das lebend frische Sperma 
war im Marz 1908 bezogen und so oft mit Wasser zentrifugiert 
worden, bis sich die Spermatozoenkopfe als weilies, schweres 
Pulver absetzten und die dartiberstehende Waschfliissigkeit voll- 
kommen farblos und klar war. Die Intercellularfliissigkeit und 
die Bestandteile der Schwénze waren auf diese Weise, wie 
die mikroskopische Kontrolle zeigte, vollstandig entfernt, da- 
gegen waren die Képfe wohlerhalten und zeigten gegen Kopfe 
von unbehandelten Spermatozoen keinen Unterschied. Die noch 
etwa vorhandenen geringen Reste von den Bestandteilen der 
Schwanze wurden durch die darauffolgende erschdpfende Ex- 
iraktion mit Alkohol und mit Ather mit Sicherheit entfernt. 
Dann war das Priiparat, ein blendend weibes, schweres Pulver, 
in verschlossener Flasche aufbewahrt worden. 

Die Resultate der zuniichst ausgefiihrten Phosphor- und 
Stickstoffbestimmungen stimmten ziemlich gut tiberein mit den 
betreffenden Zahlen, die Miescher bei der Analyse der Sperma- 
tozoenképfe des Lachses und Mathews bei der der Herings- 
spermatozoenképfe gefunden haben. 

Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt, fiir die 
Phosphorbestimmungen wurde hier und auch bei den folgenden 
Analysen dieser Untersuchung die Substanz nach Neumanns 
Methode mit Salpeterschwefelsiure verascht und nach seiner 
Vorschrift mit molybdainsaurem Ammoniak gefiillt. Der Nieder- 
schlag von phosphormolybdaénsaurem Ammoniak wurde nun aber 
nicht nach der Auflésung in NaOH titriert, sondern in einer 
Losung, die 2°/o Citronensiure und 2,5°/o Ammoniak enthielt, 
gelost, die Fliissigkeit etwas erwiérmt und mit einem geringen 
UberschuB von Magnesiamixtur gefiillt. Der Niederschlag wurde, 
wie iiblich, gewaschen, gegliiht und gewogen und der Phosphor 
aus dem Magnesiumpyrophosphat berechnet. 
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So wurden folgende Werte erhalten. (Die Substanz war 
erst bei 90°, dann bei 110° und endlich bei 120° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. Sie blieb dabei vollkommen weif 
und verlor, wenn sie bei 90° gut vorgetrocknet war, nur sehr 
wenig an Gewicht bei den hdheren Temperaturen.) 


0,4276 g sittigen ab 63,2 ccm "/10-Séure = 20,71 °/o N re: 


0,1012> » » 15,0 » > = 20,77°/oN 
0,0999» ~~» » 14,9 » » = 20,87°/oN 
0,4599g geben 0,1028 g Mg,P,0, = 6,22°%/oP 
00,4859» ~—» 0,1084 » » = 6,21%/oP 
0,4695»> ~~» 00,1051 » » = 6,23/oP 
0,5208» ~~ » 0,1671 > = 6,41°0P 
0,1335 » > 0,0325  » > = 6,78°/oP 
0,1601 » 00,0377 » » = 6,56°/oP 
0,1703> ~~ » 0,0398 » » = 6,51°/oP 


Im Mittel sind 20,78°/o N und 6,42°/o P erhalten worden. 


Vergleicht man hiermit die Miescherschen Zahlen und 
diejenigen Mathews, so ergibt sich: 
Miescher: 

5,97 °/o, 5,96°/o, 5,76%/o, 5,67%/o, 5,82%/o:!) Mittel 5,83°%/o P. 
5,46°/0, 5,44°/o, 5,48°/0, 5,44°/o, 5,384°/o:2) Mittel 5,43%/o P. 
21,03 °/o N, 20,73 °%/o N.?) 

Mathews:*) 
6,33 °/o, 6,07°/0, 6,02 °/o0, 5,87°%/o: Mittel 6,07%o P. 
20,98°/o, 20,86 %/o, 21,42°/o, 21,44°/o, 20,89°%/o, 20,78 %o: 
Mittel 21,06 °/o N 


Die Stickstoffwerte stimmen sehr gut iwberein, etwas 
gréBer sind die Differenzen beim Phosphor; da8 aber wirklich 
im Spermatozoenkopf des Lachses etwas weniger Phosphor vor- 
handen ist wie in dem des Herings, kann man den Analysen 
mit Sicherheit nicht entnehmen; wahrscheinlich ist die Differenz 
auf die Benutzung verschiedener Methoden zuriickzufihren. 


') loc. cit., S. 395. 
*) loc. cit., S. 65. 
3) loc. cit., S. 408. 
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23 g der lufttrockenen K6pfe wurden in einem 500 cem- 
Kolben mit 270 ccm Wasser, dem 20 g Natriumacetat zugesetzt 
waren, und 10 cem 33°/oiger Natronlauge iibergossen und ins 
siedende Wasser gestellt; da nach !/2 Stunde noch nicht alles 
in LOsung gegangen war, wurden noch 5 ccm 33°/oiger Natron- 
lauge hinzugefiigt und das Ganze 3 Stunden lang unter haufigem 
Schiitteln im siedenden Wasserbade gehalten. Nach dieser 
Zeit war die Substanz bis auf Spuren in Lésung gegangen 
und die hellbernsteingelbe, leicht triibe Reaktionsfliissigkeit 
wurde tiber Nacht stehen gelassen. Da die Triibung auch am 
niichsten Morgen noch nicht verschwunden war, wurde sie ab- 
zentrifugiert und die nunmehr vollkommen klar gewordene 
Fliissigkeit auf 500 ccm aufgefiillt. (Die abzentrifugierte Triibung 
war groftenteils anorganisch und bestand aus Calciumphosphat. ) 

Von den 500 ccm wurden 2mal je 10 ccm fiir P-Bestim- 
mungen und 2mal je 5 ccm fiir N-Bestimmungen genommen. 
In weiteren 10 ccm wurde mit Magnesiamixtur kein Nieder- 
schlag erhalten, sodaf} also noch keine anorganische Phosphor- 
sdure in der Fliissigkeit vorhanden war. 


Es gaben: 

10 cem 0,0898 g Mg.P,0, \ __ aie . 

10 » 0,0899 » > ff ial a 

5 » sattigten 29,5 com "/1o-Séure | __ 0,0413 g N. 
5 > , 995 » .' 4 


sodafi also in 500 cem 1,250 g P und 4,13 g N vorhanden 
waren. Aus dem Phosphorgehalt berechnen sich unter Zugrunde- 
legung meiner Mittelzahl 19,5 g Képfe, aus dem Stickstoff- 
gehalt 19,9 g. Da die lufttrockenen Koépfe bei der Trocknung 
fur die Analysen im Durchschnitt ca. 14°/o Wasser abgegeben 
hatten, so wiirden 23 g lufttrockene Substanz 19,8 g trockener 
entsprechen. 

Nunmehr wurde die Reaktionsfliissigkeit mit ca. 25 ccm 
90°/oiger Essigsiiture ganz schwach angesduert und, da kein 
Niederschlag hierbei entstand, wieder mit wenigen Tropfen 
Natriumcarbonat auf Lackmus schwach alkalisch gemacht und 
bis ca. 100 cem auf schwach siedendem Wasserbade ein- 
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geengt. Nachdem jetzt die Fliissigkeit wieder schwach mit 
Essigsiure angesaiuert war, wurde sie unter heftigem Riihren 
in 250 cem 96°/oigen Alkohols gegossen und tiber Nacht 
stehen gelassen. Am anderen Morgen wurde der Niederschlag 
abzentrifugiert, in ca. 150 ccm heifem Wasser geldst, mit 
wenigen Tropfen Essigséiure versetzt, da die Losung wieder 
auf Lackmus alkalisch reagierte, und noch einmal in 96°/oigen 
Alkohol gegossen. Dieser neue Niederschlag wurde wieder in 
wenig heifem Wasser geldst und die freie Nucleinsaéure nun- 
mehr durch Einriihren in salzsauren absoluten Alkohol aus- 
gefiillt. Es resultierte ein weifer Niederschlag, der mit Alkoho! 
und Ather getrocknet wurde. Die Analyse dieses Niederschlages, 
der vakuumtrocken 11,92 g wog, ergab: 


0,1381 g siittigten 14,3 cem ®/10-Saéure (Kjeldahl) = 14,50°/o N 


0,13884> » 142 > ‘ : = 14,409], » 
0,1267 g gaben 0,0417 g Mg,P,0, = 9,16Jo P 
01489» » 0,0491> » = 918% » 


Die Substanz gab keine Biuretreaktion mehr. 

Nach der von mir vorgeschlagenen Formel fiir die Nuclein- 
siiure C,,H,,N,,0;,P, waren 8,94°/o P und 15,14°o N_ ver- 
laugt, also 0,23°/o P zu viel und 0,69°/o N zu wenig gefunden, 
fiir die von Schmiedeberg') berechneten Durchschnittswerte 
seiner Nucleinsiiureanalysen sind 9,37°/o P und 15,17°/o N ver- 
laugt; danach waren 0,20°/o P zu wenig und 0,72°o N zu 
wenig gefunden: also weder mit der einen noch der anderen 
Formel eine ganz exakte Ubereinstimmung. 

Unter Zugrundelegung meiner Zahlen fiir die Nucleinsiure 
miibten ferner 100 g K6opfe 71,81 g Nucleinséure liefern; die 
in Arbeit genommenen 19,8 g Képfe also 14,22 g. Demgegen- 
liber sind 11,92 g in 460 cem resp. in 500 cem 12,95 g Nuclein- 
siiure gefunden = 91°/o der theoretisch berechneten Menge, 
wenn man die gewogene Ausbeute in Rechnung setzt. 9° 
sind also nicht bestimmt oder miiften ins Filtrat gegangen sein. 

Die Filtrate von der Nucleinsaurefillung aber wurden 
bei neutraler Reaktion eingeengt und auf 250 ccm aufgefiillt. 





') Arch. f. exp. Path., Bd. LVII, S. 328. 
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Dann gaben: 
25 ccm 0,0160 g Mg,P,0, = 0,004454 g P 
25 » 0,0156 » » = 0,004343 » 
im Mittel also in 250 cem 0,04399 g P. 
10 cem sittigten 52,3 cem ®/10-Saure = 0,07322 g N 
5 » . 26,6 » > = 0,03724 » 
250 cem enthielten also im Mittel 1,8112 g N. 

Es waren also ins Filtrat nur ganz geringe Mengen 
Phosphor hineingegangen, die nach meiner Nucleinsiiureformel 
0,49 g Nucleinsaéure entsprechen wiirden, von denen es aber 
nicht streng bewiesen ist, ob sie tiberhaupt Nucleinsiiure ge- 
wesen sind. Als Kontrolle dafiir, dafS keine gréBeren Verluste 
stattgefunden haben, kann man die wiedergefundenen Phos- 
phorwerte mit dem Ausgangswert vergleichen und findet dann: 
in 11,92 g Nucleinsiure mit 9,17°/o P 1,093 g P 

+ im Filtrat der Nucleinséure 0,004 » » 

1,097 g P in 460 ecem, 
die verarbeitet wurden von einer Lésung, von der 500 ccm 
1.250 g P enthielten, die also 1,150 g P entsprachen. Das 
gibt einen Verlust von 0,053 g P. 

Dieselbe Berechnung fiir die Stickstoffwerte ergibt: 

Im Nucleinsdéureniederschlag mit 14,45°/o = 1,7225 g N 
+- Im Filtrat = 1,8112 » 
Wieder gefunden — 3,5337 g N 
in 460 ccm mit 3,800 g N. Verlust = 0,266 g N. 

Aus den bisherigen Zahlen kann man wohl, der Miescher- 
schen Theorie entsprechend, mit einiger Wahrscheinlichkeit 
schlieBen, dab der gréfte Teil des Phosphors in Form von 
Nucleinsaiure in den Spermatozoenképfen vorhanden ist — mit 
absoluter Schirfe ist dies aber durchaus nicht bewiesen und die 
Resultate verlangen energisch eine Wiederholung des ganzen 
Versuchs. 

Vor allen Dingen mite der Nucleinsiureniederschlag 
genauer analysiert werden und festgestellt werden, ob er 
unseren heutigen Anschauungen tiber die Nucleinséuren auch 
wirklich entspricht. Ferner soll durch eine quantitative Be- 
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stimmung des Arginins die Menge des Clupeins im Sperma- 
tozoenkopf sichergestellt werden. Leider eignet sich fiir diese 
Bestimmung das Filtrat von der Nucleinséuredarstellung in dem 
hier beschriebenen Versuche nicht, da durch die Wirkung 
des heifen Alkalis wihrend der Nucleinséuredarstellung schon 
ein Teil des Arginins in Ornithin') verwandelt wird und uber 
die Gréfe dieser Umwandlung keine genauen Angaben vor- 
liegen. Ich besitze aber geniigend Material, um die Arginin- 
bestimmung durch direkte Séurehydrolyse der Spermatozoen- 
képfe ausfiihren zu k6nnen und da nach den genauen An- 
gaben Kossels 89°/o des Gesamt-N vom Clupein auf Arginin 
fallen, so ware mit der Argininbestimmung auch die Bestim- 
mung des Clupeins gegeben, vorausgesetzt natiirlich, daf neben 
Clupein kein anderer Eiweiik6rper im Spermatozoenkopf vor- 
handen ist. 

Die Resultate dieser Untersuchung werde ich demnachst 
mitteilen. 


1) Siehe dazu A. Kossel u. Fr. Weiss, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, 
S. 492, und Bd. LX, S. 311. 




















Uber Hemmung der Invertinwirkung. 
Von 
Anselm Eriksson. 





(Aus dem medizinisch-chemischen Institut in Upsala). 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1911.) 


Herstellung des Invertins. 


Frische Prefihefe wurde in einem Morser mit gewaschenem 
Seesand und Wasser zerrieben. 1 kg Hefe setzte ich 1 1 destil- 
liertes Wasser zu. Die breiférmige Masse wurde dann im 
Laufe eines Tages kraftig geschtittelt. Darauf wurde die Masse 
durch ein Seihtuch gepreft, um die gr6ébsten Partikel zu ent- 
fernen. Das Abgeseihte wurde dann filtriert, ein Verfahren, das 
lange Zeit in Anspruch nahm, da ja der Filter von Sand 
und Hefepartikeln verstopft wurde. Das Filtrat, das vollig klar 
und von gelber Farbe war, gab Reaktion auf Eiweifi mit Gerb- 
siiure. Das Eiweifi wurde nach Michaelis durch Schiitteln 
mit Kaolin entfernt. Vollig klar wurde das mit Toluol gesattigte 
Filtrat der mit Kaolin behandelten Lésung im Eisschrank auf- 
bewahrt. Die Reaktion der auf diese Weise erhaltenen Enzym- 
lOsung war stets eine saure und die Losung gab posilive Reak- 
tion auf Phosphate. Um die Saéure und andere Krystalloide zu 
entfernen, wurde die Fliissigkeit 2—7 Tage dialysiert. Nach 
zweitaigiger Dialyse war gewohnlich die saure Reaktion ver- 
schwunden, ebenso fiel die Phosphatreaktion negativ aus. Die 
Enzymlésung wurde vor dem Gebrauch filtriert und mit Wasser 
verdiinnt. 

Bei den meisten Versuchen wurden Rohzuckerlésungen von 
20°/viger Stiirke verwendet, in einigen von 10°/o. Zu 20 ccm 
Zuckerlésung nahm ich im allgemeinen 10 ccm Enzymldsung. 

Die Zeit der Inversion wurde verschieden gewiihlt. Meistens 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 21 
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war bei den einfachen Versuchen eine Zeit von 3—4 Stunden 
geniigend, um starke Inversionswirkung zu erzeugen. Die Inver- 
sion wurde in einem Thermostaten von Ostwald bei 37° ausge- 
fiihrt. Vor dem Mischen wurden die verschiedenen Lésungen 
in der Regel etwa !/2 Stunde vorgewiirmt, so daf sie die 
Temperatur des Thermostaten besaBen. 

Die Inversionsgréhe wurde mit dem Polariskop bestimmt. 
Die von Hudson!) untersuchte bei der Invertzuckerbildung 
auftretende Multirotation wurde durch Zusatz von einem Tropfen 
Natronlauge vermieden, ein von O’Sullivan und Thompson 
zuerst ausgefiihrtes Verfahren. Durch das Alkali wird zugleich 
die Inversion aufgehoben. Die in nachstehenden Versuchen als 
ein Mab der Inversionsgréfe angefiihrten Ziffern machen die 
Differenz zwischen der Anfangsdrehung (a,) und der Drehung 
beim Aufheben der Inversion (a;) aus, alsO oo>—«t. 


A. Hemmung der Invertinwirkung infolge von Adsorption des 
Enzyms durch Kohle. 


Dal feste Substanzen das Vermégen haben, Enzyme leicht! 
aufzunehmen, ist eine seit langem bekannte Tatsache und wurde 
von verschiedenen Forschern fiir mehrere Fille nachgewiesen. 

v. Wittich?) hat z. B. nachgewiesen, da das Fibrin die 
Fiihigkeit hat, Pepsin zu adsorbieren. Eine ahnliche Adsorbier- 
barkeit ist fiir Papain von Wiirtz,’) fir Trypsin u. a. von 
Griitzner,‘) von Benderewsky®) fiir Ptyalin nachgewiesen. 
Szumowski®) hat die Adsorptionsfiihigkeit des Fibrins fiir 
Lab, Diastase, Invertin, Maltase konstatiert, v. Heltzl,‘) 
daB Pepsin sich an fein verteilter Kohle, Schmirgel, Ziegel- 
steinpulver, Briicke,*) daf Pepsin an frisch erzeugten Nieder- 

') Hudson, Journ. Amer. Chem. Soc., Bd. XXX, S. 1564 (1908). 

*) y. Wittich. Pfliigers Archiv, Bd. V, S. 443. 

*) Wiirtz, Compt. rend., Bd. XCIII, S. 1104. 

‘') Griitzner, Bresl. arztl. Zeitschrift, 1882, Nr. 17. 

*) Benderewsky. Virchows Archiv, Bd. CXXI, S. 554. 

6) Szumowski. Die Adsorption der léslichen Fermente durch das 
Fibrin. Inaug.-Diss. Freiburg 1898. 


7) vy. Heltzl. zit. nach Dauwe. 
‘) Briicke. Sitzungsber. d. k. k. Akad., Bd. XLII. 5. 601, Wien. 
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schligen von BaSO,, Ca,(PO,) und Cholesterin heftet. Ham- 
marsten,!) dai es an Niederschlagen von MgCO, und Fett- 
siiuren, A. Meyer,*) daB es an Niederschligen von Blei und 
Kupfer, Jacoby,*) daB es an Niederschliigen von Uranylacetat 
heftet, Glaessner‘) hat Lab und Pepsin durch Glas, Quarz- 
sand, Stiirke, Lycopodium und andere pulverisierte feste Sub- 
stanzen gehemmt. 

Dauwe®) hat die Adsorption von Pepsin, Lab und Emul- 
sin gezeigt. Als Adsorptionsmittel dienten Ton, Quarzsand, 
Marmor, Talcum, Glaspulver, Tierkohle, Kieselgur, Stirke, 
Cholesterin, Lecithin, Fibrin u. a. 

Michaelis und Michaelis und Ehrenreich®) haben 
die Bindung von Enzym durch Adsorption untersucht. Sie haben 
fiir Invertin gefunden, daf es von Kaolin nicht adsorbiert wird, 
eine Tatsache, die bei der Reindarstellung des Invertins mit 
Vorteil verwendet wird. Dagegen haben sie gefunden, dab das 
Invertin sich durch Kohle, Tonerde und Talcum (von diesem 
jedoch nicht in alkalischer Fliissigkeit) adsorbieren 1&bBt. 

Prof. Hedin, unter dessen Leitung ich nachstehende 
Untersuchung ausgefiihrt habe, hat zuerst nachgewiesen, dab 
die Adsorption von Enzymen durch feste Substanzen zu einer 
Hemmung der Enzymwirkung Veranlassung gibt, auch wenn 
die Enzymwirkung in der Gegenwart des Adsorbens stattfindet. 
Derselbe hat auch die Gesetze untersucht, nach denen die 
Hemmung von Trypsin-7) und Labwirkung*) infolge von Ad- 
sorption durch Kohle stattfindet. Er hat gezeigt, daf fiir die 
Hemmung von Trypsin und Lab durch Kohle die Reihenfolge 
des Mischens der Agenzien von grofer Bedeutung ist, sowie 
auch der Einflu§ der Zeit und der Temperatur, bei welchen 





1) Hammarsten, Malys Jahresber., Bd. II, S. 118. 

2) A. Meyer, Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. XXVII. S. 247. 

®) Jacoby, Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 135. 

*) Glaessner-Hofmeisters Beitr., Bd. I, S. 1, 1902. 

5) Dauwe, Hofmeisters Beitr., Bd. VI, S. 426. 

®) Michaelis u. M. und Ehrenreich, Biochem. Zeitschrift, Bd. VIL, 
S. 488 (1907), Bd. X. S. 283 (1908), Bd. XII, S. 26 (1908). 

*) Hedin, Biochemical Journ., Bd. VI, S. 426 (1905). 

8) Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 364 (1909) 
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die Agenzien vermischt und aufbewahrt werden. Er hat auch 
nachgewiesen, dafi die Hemmung durch Kohle in bezug auf 
die Kinwirkung oben erwéhnter Faktoren mit der Hemmung 
des ‘Trypsins und Labs durch Serumalbumin tbereinstimmt. 

Es wurde also folgendes gefunden : 

1. Wenn das Enzym und die hemmende Substanz zu- 
niichst vermischt und einige Zeit aufbewahrt werden, und das 
Substrat nachher zugesetzt wird, ist die Hemmung grofer, als 
wenn Substrat und Hemmungskorper vermischt und das Enzym 
dann zugesetzt wird. 

2. Die Hemmung wichst bis zu einer gewissen Grenze 
mit der Zeit, wiihrend welcher Enzym -- Hemmungskorper vor 
dem Zugeben des Substrats aufbewahrt wird. 

3. Die so gefundene konstante obere Grenze der Hem- 
mung steigt mit der Temperatur, bei welcher die Mischung 
Enzym +- Hemmungskorper vor dem Zusatz des Substrats auf- 
bewahrt wird. 

4. Das einmal adsorbierte Enzym kann durch geeignete 
Mittel von dem Adsorbens zum Teil wieder losgeloést und in 
aktive Form iiberfiihrt werden. 

Hedin’) hat naémlich gezeigt, daB z.B. Casein und Trauben- 
zucker, die einer Mischung von Kohle und Lab zugesetzt werden, 
die Fiihigkeit haben, das von der Kohle aufgenommene Enzym 
in aktive Form zu tberfiihren und zwar dadurch, daf jene 
Substanzen das Enzym von der Kohle verdrangen, indem sie 
selbst von derselben aufgenommen werden. 

Im groBen und ganzen stimmen auch nachstehende Ver- 
suche tiber die Hemmung der Invertinwirkung durch Kohle 
mit den eben erwiahnten Versuchen iiberein. 

Zuerst wurde gepriift, ob die Fahigkeit der Kohle, Rohr- 
zucker bezw. Invertzucker zu adsorbieren, die gefundenen Resul- 
tate beeinflussen kénnte. Diese Einwirkung war unter den von 
mir gewihlten Versuchsbedingungen geringer, als dafi der Ein- 
flu8 derselben auf die gemessene Drehung nachgewiesen werden 
konnte. Ebenso wurde die mOégliche Fihigkeit des Filtrierpapiers, 





') Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 143 (1909). 
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das Enzym oder den Zucker aufzunehmen, untersucht. Irgend 
welche Einwirkung derselben auf die Drehung habe ich auch 
nicht nachweisen kénnen. Reinste, fein pulverisierte Knochen- 
kohle wurde bei diesen Versuchen gebraucht. Die Kohle wurde 
in Wassersuspension zugesetzt. 


Einfache Hemmung. 


Versuch I. 


Gleiche Volumina von Invertinl6sung und 1°/oiger Kohlen- 
suspension wurden 2 Stunden bei 37° zusammen aufbewahrt. 
Vor dem Zusetzen der Rohrzuckerlésung wurde die Kohle ab- 
filtriert. Der Kontrollprobe wurde statt der Kohle Wasser zu- 
gesetzt, so dafi am Anfang des Versuchs die Konzentrationen 
von Enzym und Zucker stets dieselben waren. Alle L6sungen 
wurden bei 37° (oder der Inversionstemperatur) vorgewiirmt. 
Die Inversionszeit war 12 Stunden. 

5 cem Enzym -+- 5 ccm 1°/oiger Kohlensuspension oder 
Wasser ++ 20 ccm 20°/oiger Rohrzuckerlosung. 

Oo— Ot 

Kontrollprobe: Enzym -++- Wasser +- Zuckerlésung 23° 

Filtrat von der Kohlenenzymmischung 

+- Zuckerlosung 15,63 ° 

Die Kohle hat also einen Teil des Enzyms an sich ge- 
nommen und dadurch eine Hemmung der Invertinwirkung ver- 
ursacht. 


EinfluB der Reihenfolge des Mischens. 


Versuch II. 

Die Mengenverhiltnisse in diesem Versuch waren die- 
selben wie im Versuch I. Die Kohle war hier wiihrend der 
Inversion anwesend und wurde erst beim Schluf des Versuchs 
wegfiltriert. In 2. wurde die Mischung von Kohle +- Enzym 
1 Stunde vor dem Zugeben vom Substrat aufbewahrt; in 3. 
wurde die Kohle unmittelbar nach dem Zugeben des Substrats 
zugesetzt. Die Inversionszeit war 41/2 Stunden. 

5ecm Enzym -!- 5cem 1°/oiger Kohlensuspension +- 20 ccm 
20°/oiger Rohrzuckerlésung. 
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1. Kontrollprobe ohne Kohle 8,63 ° 
2. (Enzym -+ Kohle) 1 Stunde -+ Zucker 3,56° 
3. Enzym -+ Zucker —- Kohle 7,47°. 


Der Einfluf der Reihenfolge des Mischens 1]a6t sich hier 
deutlich merken. In 2. ist die Umsetzung die geringste; hier 
hat bereits vor dem Zugeben des Substrats die schwer rever- 
sible Verbindung zwischen Kohle und Enzym stattgefunden. 
Die Hemmung wird in diesem Falle eine kriiftigere als in 3., 
wo das Substrat eine groBere Moglichkeit hat, das Enzym an 
sich zu nehmen. In 3. ist die Umsetzung fast ebenso groB wie 
in 1., wo keine hemmende Substanz vorhanden ist. 


Einflu6B der Zeit und Temperatur. 


Versuch III. 


Die Mischungen von Invertin und Kohle (5 ccm Enzym- 
ldsung -!- 5 cem 0,5°%/oiger Kohlensuspension) wurden ver- 
schiedene Zeiten und bei verschiedenen Temperaturen vor dem 
Zusatz vom Substrat (20 ccm 20°/oiger Rohrzuckerlosung) auf- 
bewahrt. Die Kohle war wihrend der ganzen Inversionszeit 
zugegen, und erst am Schlufi des Versuchs wurde dieselbe 
wegiiltriert. Die Inversion geschah nach dem Aufbewahren 
der Enzymkohlenmischung und dem Zugeben des Substrats 
bei 37°. Die Inversionszeit 4 Stunden (die Ziffern geben wie 
gewOhnlich die InversionsgrOBe an). 














Zeit des Aufbewahrens Inversion nach dem Aufbewahren 
der Enzymkohlenmischung bei 
in Stunden 20° | 37° 
Ml -- | 5,51 ° 
Ig 651° | 4.730 (Maximum von 
) ‘i , en Hemmung) 
13/4 6,53 ° | 5,63° 
2'!4 a= | 5,89° 
4 6.07 ° } — 
- 5 B40 (Maximum von | oe 
ie Hemmung) | 
7 5.83 ° —— 





Aus diesem Versuch geht hervor, daf nach Erhalten der 
Kohlenenzymmischung bei einer héheren Temperatur (37 °) sich 
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eine geringere Inversion ergibt, als bei einer niedrigen (20°). 
Beim Erhalten der Mischung bei der niedrigen Temperatur (20°) 
wiichst die Hemmung bis zu einer gewissen Grenze. Dies war 
im obenstehenden Versuche bei der héheren Temperatur nicht 
der Fall; in diesem nahm némlich die Hemmung, nachdem 
sie an ihrem Maximum angelangt, wieder ab. 

Hier ist allerdings zu bemerken, da die Ziffern, die die 
Inversion nach der Aufbewahrung der Enzymkohlenmischung 
bei 20° angeben, zu klein sind, und dab hierdurch der Hem- 
mungsunterschied zwischen einer 20- und 37gradigen Aufbe- 
wahrung zu wenig merkbar wird. Die bei 20° erhaltene Mi- 
schung von Kohle und Emzym setzte nimlich bei dem Zusatz 
von der 37gradigen Zuckerlésung die Temperatur der ganzen 
Mischung etwas herab, so daf dieselbe zu Anfang der Inver- 
sion nicht vollig 37° erreichte. 


Versuch IV. 


Die Mengenverhiiltnisse und die Anordnungen waren in 
diesem Versuche diejenigen wie im vorigen. Nur wurde die 
Kohle vor dem Zugeben des Substrats von der Mischung Enzym 
-+- Kohle wegfiltriert. Die Inversionszeit war 5 Stunden. 











Zeit des Aufbewahrens Inversion nach dem Aufbewahren 
der Enzymkohlenmischung bei 
in Stunden 200 370 

‘Ia — | 3.50° 
"2 -- | 3,169 

an | 8.20° 
2 | 9580 (Maximum von 
7 } Hemmung) 
3 3,62 ° | 3.10° 
3 2.290 (Maximum von ae 

Hemmung) 

6 2.90 ° a 





Dies stimmt also in bezug auf das Resultat mit dem Ver- 
such III iiberein. Die Tatsache, dafi die Kohle, wie im vorigen 
Versuche, in der Lésung wihrend der Inversion zugegen bleibt, 
beeinfluBt also nicht den Verlauf der Hemmung. Daf dagegen 
die GréBe der Hemmung verschieden wird, je nachdem die 
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Kohlenenzymmischung oder deren Filtrat auf den Rohrzucker 
einwirkt, geht aus dem folgenden Versuch hervor. 


Versuch V. 


Gleiche Volumina Invertinldsung und 1°/oiger Kohlen- 
suspension wurden 15 Minuten bei 37° zusammen aufbewahrt. 
Dann wurde invertiert, einerseits mit dem Filtrat von dieser 
Mischung, anderseits mit dem gleichen Volumen der nicht fil- 
tierten Mischung. Die Inversionszeit war 3 Stunden. 

10 ccm Kohlenenzymmischung oder deren Filtrat -- 20 ccm 
10°/oiger Rohrzuckerlésung. 

Mit dem Filtrate 2,62° 
Mit der nicht filtrierten Fliissigkeit 4,42 °. 

Dies stimmt auch mit den Verhiltnissen bei Hemmung 
der Trypsin- und Labwirkung durch Kohle. Mehr Enzym wird 
wirksam, wenn die Kohle, die das Enzym aufgenommen hat, 
wahrend der Inversion vorhanden ist, als wenn die Kohle vor 
dem Zugeben des Substrats entfernt wird. Daf dies nicht au! 
einer Adsorption des Enzyms durch das Filtrierpapier beruht. 
- ist bereits nachgewiesen. Allem Anschein nach besitzt das 
Substrat die Fihigkeit, einen Teil des von der Kohle aufge- 
nommenen Enzyms zu aktivieren, was dadurch geschehen kann, 
dal das Subtrat das Enzym von der Kohle verdrangt und selbst 
dasselbe an sich nimmt. 


Abfiltrieren der Kohle zu verschiedenen Zeiten, 
nachdem das Substrat zugesetzt wurde. 


Versuch VI. 


Gleiche Volumina von Invertinl6sung und 1°/oiger Kohlen- 
suspension wurden 1 Stunde bei 37° vor dem Zusatz des 
Substrats aufbewahrt. In 1. wurde die Kohle vor der Zugabe 
des Subtrats durch Filtrieren entfernt; in den tibrigen Fallen 
wurde die Kohle nach dem Zugeben des Substrats zu _ver- 
schiedenen Zeiten nach dem Beginn der Inversion entfernt. 

Die Inversionszeit war fiir alle Proben 3 Stunden. 

10 cem Enzym Kohlenmischung oder Filtrat +- 20 ccm 
10°/oiger Rohrzuckerlésung. 
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1. Filtrieren vor dem Zugeben von Substrat 3,17° 
2. Filtrieren 10 Min. nach dem Zugeben von Substrat 3,05° 
3. » 25 » » » > ; P 3,05 ° 
4. > 40» » » » . > 3,34° 
5. , 60 >» » » » » ° 3,37 ° 
6. » 180 » (die ganze Inversionszeit) 3,87 ° 
Kontrollprobe ohne Kohle 4,12°. 


Hier wire eine gleichmifige Steigerung der Inversion 
zu erwarten. In 2. und 3. ist aber die Inversionsgréfbe etwas 
gefallen, um erst dann zu steigen. Woran dies liegt, ist vorder- 
hand nicht zu entscheiden. Wie ich weiter unten zeigen werde, 
enthalt die Invertinlbsung hemmende Substanzen, welche viel- 
leicht auch zum Teil durch die Kohle aufgenommen werden 
kénnen. Nimmt man an, daf eine hemmende Substanz zuniichst 
durch den Rohrzucker von der Kohle verdriingt wird, so wird 
offenbar daraus eine Steigerung der Hemmung resultieren. Die 
schlieBliche Abnahme der Hemmung in den Versuchen III und IV 
wire vielleicht durch eine Aufnahme von hemmenden Sub- 
stanzen seitens der Kohle zu erkliren. 


Versuch VII. 


Die anfiingliche Zunahme der Hemmung nach dem Zusatz 
des Rohrzuckers ist auch aus folgendem Versuch zu ersehen, 
der sich vom vorigen nur darin unterscheidet, dai die Zucker- 
l6sung mehr konzentriert war und die Inversionszeit (12 Std.) 
linger. 10 ccm Enzymkohlenmischung oder Filtrat -- 20 ccm 
20°/oiger Rohrzuckerldsung. 


Filtrieren vor dem Zugeben des Substrats 15,63" 
Filtrieren 45 Minuten nach dem Zugeben des Substrats 13,35° 
» 70 . >» » > » > 13,50° 
» 100 >» » > , »  14,10° 
» 150 » » » » 14,85 ° 
» 200 > , , > , 15,00° 
» 250 > > » , 15,10° 
» 12 Stunden (die ganze Inversionszeit) 19,10° 


Kontrollprobe ohne Kohle 23,00". 








322 Anselm Eriksson. 


Fassen wir die Versuche mit Adsorption von Invertin 
durch Kohle zusammen, finden wir folgendes: 

1. Der Einflu$8 der Reihenfolge des Mischens ist von 
grofer Bedeutung. Die Hemmung ist stiirker, wenn die Kohle 
einige Zeit vor dem Zugeben des Substrats mit dem Enzym 
aufbewahrt wird, als wenn die Kohle nach dem Zugeben des 
Substrats zugesetzt wird. 

2. Im grofen und ganzen wiichst die Hemmung mit der 
Zeit, wiihrend welcher die Kohle mit Enzym aufbewahrt wird. 

Beim Aufbewahren der Enzymkohlenmischung bei einer 
niederen Temperatur (20°) wiichst die Hemmung bis zu einer 
gewissen Grenze. Bei einer hoheren Temperatur (37°) erreicht 
die Hemmung ein Maximum, das doch wieder zuriickgeht. 

3. Der Rohrzucker besitzt die Fihigkeit, einen Teil des 
von der Kohle aufgenommenen Enzyms zu aktivieren. 


B. Hemmung der Invertinwirkung durch Serum. 


Bevor ich meine Versuche beschreibe, will ich in kurzen 
Ziigen eine Ubersicht iiber friihere Untersuchungen geben, die 
eine unmittelbare Bedeutung fiir die meinen haben konnen. 
Daf normales Serum das Vermdgen hat, die Invertinwirkung 
zu hemmen, ist bisher in der Literatur wohl kaum erwihnt 
worden. Auf kiinstliche Weise hat man _ betreffs mehrerer 
Enzyme hemmende Substanzen (Antikorper) in Serum herge- 
stellt. Was das Invertin betrifft, haben Schiitze und Bergell') 
versucht, ein Antiserum herzustellen, mit dem Vermégen, die 
Invertinwirkung zu hemmen. Diese Forscher injizierten wihrend 
einer liingeren Zeit — mehrerer Monate — Kaninchen kleine 
Invertindosen (Invertin v. Merck) und glaubten ein Antiserum 
hergestellt zu haben. Die Wirkung des Invertins auf Rohr- 
zucker wurde in reduziertem Cu angegeben. Jhre Ziffern zeigen 
deutlich, dab der Effekt des hergestellten Antiserums sehr 
gering war; es gibt in ihrer Abhandlung keine Angabe betreffs 
der Heaktion der erhaltenen Sera und doch ist diese von 


‘) Schtitze und Bergell, Zeitschrift fiir klin. Mediz.. Bd. LX], 


S. 366 (1907). 
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crober Bedeutung, da man wei, wie stark auch sehr geringe 
Mengen von Alkali bezw. Saure die Inversion des Rohrzuckers 
mit Enzym beeinflussen kénnen. Bei solchen Versuchen mub 
auch die Eigenschaft des normalen Serums, selbst in die Invertin- 
wirkung hemmend einzugreifen, in Rechnung genommen werden. 
Wie folgende Versuche zeigen, existiert nimlich eine solche 
Hemmung und somit ergibt sich auch die Moglichkeit, dah 
bereits normales Serum verschiedener Individuen verschieden 
kriftig hemmt. Damit Versuche, auf kiinstlichen Weg Antisera 
herzustellen, als bewiesend angesehen werden sollen, mu man 
verlangen, daf} der Unterschied der Wirkung zwischen normalem 
Serum und Antiserum mehr auffallend, als in den Versuchen 
von Sechiitze und Bergell der Fall ist. Im allgemeinen diirften 
wohl die Versuche, Antisera herzustellen, durch die Schwierig- 
keit, in anderen Hinsichten vollig vergleichbare Verhiiltnisse 
zwischen Kontrollsera und Antisera zu erhalten, sehr unsicher 
werden. 

Daf normales Serum die Fihigkeit besitzt, Trypsin und 
Labwirkung zu hemmen, ist seit lange erkannt. Hedin,') der 
auch den Verlauf der Hemmung mit Serum und Eierklar einem 
eingehenden Studium unterworfen hat, findet, dafi hier ungefahr 
dieselben Faktoren, wie bei der Kohlenadsorption, von Be- 
deutung sind. So spielt bei der Hemmung die Reihenfolge des 
Mischens, die Zeit und die Temperatur eine grofe Rolle. Die 
hemmende Kraft des Serums auf Trypsin und Labwirkung wird 
im hohen Grade durch Einwirken von Siiuren, z. B. Essigsaéure 
(Trypsin) und Salzsiéure (Lab) herabgesetzt. Die Hemmung 
erklart Hedin so, dai, wie bei der Kohle, das Enzym irrever- 
sibel oder nur schwer reversibel am HemmungskoOrper in Serum 
verfestigt wird, eine Verfestigung, die eine gewisse Zeit in 
Anspruch nimmt und in ausgiebigerer Weise erfolgt, je hdher 
die Temperatur ist. Da das Substrat vor seiner Zersetzung 
mit dem Enzym sich verbindet, wird die am Hemmungskoérper 
) Hedin, Journ. of Physiol., Bd. XXXII, S. 390 (1905). 
Hedin, Biochemical Journ., Bd. I, S. 474 (1906). 
Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 412 (1907). 
Hedin, Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 83 (1909). 


: 
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verfestigte Enzymmenge geringer in Gegenwart von Substrat, 
als ohne dasselbe. Durch Behandlung mit Séure verliert das 
Serum seine Fahigkeit, das Enzym an sich zu verfestigen. 

Ich lasse nun einen Bericht tiber meine Versuche betreffs 
der Fihigkeit nativen Serums, die Invertinwirkung zu hemmen, 
folgen. 

Im allgemeinen ist Ochsenserum verwendet worden. Dab 
auch z. B. Pferdeserum und Kaninchenserum hemmt, glaube 
ich gefunden zu haben. 

Die Ablesung von Serumlésungen im Polariskop ist sehr 
schwierig infolge der Opalescenz des Eiweifes. 


EKinfache Hemmung. 


a) Undialysiertes Serum. 
Versuch VIII. 


Kin Volumen Ochsenserum wurde mit 3 Volumen Wasser 
verdiinnt. Die alkalische Reaktion des Serums hemmt selbst die 
Invertinwirkung. Auch sehr geringe Mengen Alkali tiben eine 
deletiire Wirkung auf Invertin aus. Das Serum wurde darum 
mit Salzsiiure neutralisiert. Eine Fehlerquelle, auf die man 
auch achtgeben muf, ist die optisch aktive Eigenschaft des 
Serums. Zu dem Zwecke wurde die Linksdrehung der ange- 
wandten Serumlésung bestimmt vor dem Beginn des Versuches. 
Die Enzymlésung, von welcher das Eiweif entfernt war, zeigte 
keine optische Aktivitét. Alle Lésungen wurden vorgewirmt. 
Serum und Enzym wurden vor dem Zugeben des Substrats 
15 Minuten bei 37° aufbewahrt. Eine Kontrollprobe mit Wasser 
anstatt Serum und mit derselben Inversionszeit wie der der 
Serumprobe wurde ausgefiihrt. Die Inversionszeit war 3 Stunden. 

5 cem Enzym -+- 5 cem verdiinntes Serum oder Wasser 
+- 20 eem 10°/oiger Rohrzuckerlésung. 

Kontrollprobe ohne Serum 3,87 ° 
Mit Serum 2,91°. 

Diese Ziffern zeigen eine Hemmung, die zwar nicht so 
ausgesprochen ist wie bei der Hemmung von Trypsin und Lab 
mit Serum, aber doch auffallend. 
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b) Dialysiertes Serum. 


Versuch [Xa. 


Es ist klar, dai die Sicherheit, vollkommen neutrale L6- 
sungen zu erhalten, grofer ist, wenn diese stark dialysiert 
werden. Folgender Versuch will die Einwirkung dialysierten 
Serums zeigen. Das Serum wurde mit HCl neutralisiert und 
dann einer 3tiégigen Dialyse unterworfen. Die Mengenverhiiltnisse 
und die Starke der Rohrzuckerldsung waren dieselben wie im 
vorigen Versuch. Irgend eine quantitative Vergleichung mit 
vorigem kann man natiirlicherweise nicht ausfiihren, da ja die 
Enzymlésung sich von Tag zu Tag leicht dndert. 

Kontrollprobe ohne Serum 5,32° 
Mit Serum 2,909. 

Dieser Versuch, der mit derselben Anordnung wie im 
vorigen ausgefiihrt ist, stimmt auch in bezug auf das Resultat 
mit diesem. 


EinfluB der Reihenfolge des Mischens. 


Versuch IX b. 


Auch folgende Ziffern wurden bei eben angefiihrtem Ver- 
such erhalten. Die Agenzien werden in derselben Reihenfolge 
angefiihrt, in welcher sie zugesetzt wurden. In 3. wurde Hem- 
mungskoérper und Enzym 1 Stunde bei 37° vor dem Zugeben 
des Substrats aufbewahrt. In 2. wurde der Hemmungskorper 
unmittelbar nach dem Zugeben des Substrats zugesetzt. Die 
Inversionszeit war 3 Stunden. 

5 cem Enzym -+- 5 ccm verdiinntes Serum oder Wasser 
+. 20 eem 20°/ciger Rohrzuckerlosung. 

1. Kontrollprobe ohne Serum 5,32° 

2. Enzym ++ Rohrzucker -- Serum 3,40° 

3. (Serum -+- Enzym) 1 Stunde +- Rohrzucker 2,90". 

Aus diesem Versuch ist also zu ersehen, da die Reihen- 
folge des Mischens eine gewisse Rolle spielt. Die geringste 
Wirkung wird erhalten, wenn die Reihenfolge ist: Hemmungs- 
kérper — Enzym — Substrat. Doch erhalt man auch eine be- 
trachtliche Hemmung beim Mischen: Substrat — Enzym — Hem- 
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mungskoérper. Dies stimmt auch mit dem bei den Versuchen 
Hedins tiber Hemmung von Trypsin und Lab und den oben 
beschriebenen tiber Kohlenadsorption gefundenen iiberein. Der 
EinfluB der Reihenfolge des Mischens geht auch aus folgendem 
Versuche hervor. 


Kinfluf der Zeit und Temperatur. 


Versuch X. 


Ein Volumen mit Salzsiiure neutralisierten Serums wurde 
mit 38 Volumina Wasser verdiinnt. Gleiche Volumina von Serum 
und Enzymlosung wurden zu verschiedenen Zeiten vor dem 
Zusetzen des Substrats bei 37° zusammen aufbewahrt. In 2, 
wurde der Hemmungskorper unmittelbar nach dem Zusatz vom 
Substrat zugesetzt. In der Kontrollprobe ohne Serum wurde 
ein entsprechendes Volumen Wasser hinzugefiigt. Die Inversions- 
zeit war 3 Stunden. 

5 ccm verdiinntes Serum oder Wasser +- 5 ccm Enzym 
-- 20 ecm 10° oiger Rohrzuckerlosung: 


1. Kontrollprobe ohne Serum 552° 
2. Enzym -- Rohrzucker -|- Serum 3,279 
3. (Enzym —- Serum) 10 Min. aufbewahrt +- Rohrzucker 2,97° 
4. (Enzym -}- Serum) 20— » > -+- Rohrzucker 2,97° 
5. (Enzym -|- Serum) 30. >» » -|- Rohrzucker 3,07’. 


Versuch XI. 


Dieser Versuch wurde wie der vorige ausgefiihrt, jedoch 
mit dem Unterschied, daB stark dialysiertes Serum von 
derselben Verdiinnung wie im vorigen benutzt wurde. 


1. cite sigsti ohne Serum 5,32° 
2. Enzym ~+- Rohrzucker --+ Serum 3,40" 
3. (Enzym . Serum) 15 Min. aufbewahrt ‘4 Rohrzucker 3,24" 
4. (Enzym -- Serum) 30 » +- Rohrzucker 3,13° 
5. (Enzym -/- Serum) 60. > » +- Rohrzucker 2,90". 


Dieser Versuch wie auch der vorhergehende zeigt, daf die 
Hemmung mit der Zeit wiichst, wahrend welcher die Mischung 
von Enzym -!- Hemmungskorper zusammen aufbewahrt worden 
ist. Der vorhergehende Versuch deutet auch darauf hin, dat 
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die Hemmung schiieblich eine gewisse Grenze erreicht. Dies 
sieht man jedoch deutlicher aus folgendem Versuche. 


Versuch XII. 


Dieser Versuch soll den Einflu{8 der Temperatur, bei 
welcher die Mischung von Enzym -+~- Hemmungskorper vor 
dem Zusatz des Substrats erhalten wird, zeigen. 

Dialysiertes Ochsenserum, mit 3 Volumen Wasser ver- 
diinnt, wurde gebraucht. Zwei auf vollig dieselbe Weise be- 
reitete Mischungen von Enzym und Hemmungskorper wurden 
wihrend verschiedener Zeiten vor dem Zusatz des Substrats 
aufbewahrt, die eine bei 12°, die andere bei 37°. 

Die Inversion wurde dann bei 37° ausgefiihrt und dauerte 
3 Stunden. 

5 ecm Enzym +- 5 cem verdiinntes, dialysiertes Serum 
-|- 20 ecem 20°oiger Rohrzuckerlosung. 











Zeit des Aufbewahrens Inversion nach dem Aufbewahren 
in Stunden bei 12° bei 37° 
tg cm | 12,159 
/ . - 
‘Ve 12.03” | 11.95 ° 
->, (Maximum der 
1 — | 11.789 ' 
— om Hemmung) 
9 a-~o (Maximum der | 44 apo 
a 11.95 11.70 
Hemmung) | 
3 11.95 ° 





Die Hemmung wichst also beim Erhalten der Mischung 
von Enzym -- Hemmungskorper bis zu einer gewissen Grenze 
und die Hemmung wird relativ hoher, je hoher die Temperatur 
ist, bei welcher die Mischung erhalten wird. Es mag hier be- 
merkt werden, dali in diesem letzten Versuch die Mischung 
von Enzym und Hemmungskorper, als sie dem Substrat, das 
eine Temperatur von 37° hatte, zugefiigt wurde, in den Fiillen, 
wo der Versuch die Einwirkung einer niederen Temperatur 
zeigen will, selbst eine Temperatur von 12° besa und also 
die Temperatur der ganzen Mischung etwas herabsetzte. Darum 
sind in diesem Versuch die Ziffern, die die Inversion bei Ein- 
wirkung von der bei 12° erhaltenen Mischung angeben, ein 
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wenig zu niedrig und also in diesem Falle die Hemmung in 
der Tat geringer, als die Ziffern angeben. 

Uberhaupt stimmen diese Resultate mit den von Hedin 
bei Trypsin und Lab erhaltenen. Das hemmende Vermdégen des 
Serums auf Invertin ist jedoch viel geringer, als auf Trypsin 
und Lab. 

Kinflu{B der Siure auf das hemmende Vermodgen des 
Serums. 


Versuch XIII. 


Hedin') hat Serum mit Siéure behandelt und dabei ge- 
funden, da das hemmende Vermégen des Serums auf die 
‘Trypsinverdauung bei Behandeln mit Essigsaure verloren geht. 
Was die Hemmung von Labwirkung betrifft, ist diese so gut wie 
vollkommen bei Behandeln mit Salzsaéure aufgehoben worden. 

Folgender Versuch will den Einflu{ der Saure auf Serum 
hinsichtlich der Rohrzuckerinversion zeigen. 

10 ccm dialysiertes mit drei Volumina Wasser verdiinntes 
Serum wurde 1 Stunde bei 37° mit 2 ccm 1°/oiger Salzsiure 


behandelt. Nach dem Behandeln wurde mit 2 ccm dquivalenter 


Natronlauge neutralisiert (A). Eine Kontrollprobe mit 10 ccm 
Serum und 4 ccm entsprechender Neutralsalzlésung (B) wurde 
ausgefiihrt. Die Inversionszeit war 3 Stunden. 

5 ecem Invertin -+ 5 cem Serummischung -+ 20 ccm 
10° oiger Zuckerlosung. 


Ohne Serum 6,12° 
Mit A (Behandlung mit HCl) 4,68° 
Mit B (Neutralsalz) 4,11° 


Diese Ziffern zeigen, dai das hemmende Vermogen des 
Serums durch Behandlung mit HCl etwas herabgesetzt wird. 
Die Siiure vermag jedoch nicht dasselbe ganz aufzuheben, 
wie das Verhialtnis bei Trypsin und Lab ist. 

Hier ist also zu ersehen, daB Serum eine betrichtliche 
Hemmung auf Invertin ausiibt. Diese Tatsache ist bei friiheren 
Untersuchungen iiber Antisera gegen Invertin nicht in Rechnung 


1) Vorher zitiert. 
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genommen worden, sowie auch nicht die Einwirkung der 
lieihenfolge des Mischens der Agenzien, die bei Hemmung durch 
Serum eine gewisse Rolle spielt. 


C. In der Invertinlésung selbst befindliche hemmende Substanzen. 


Dab es in Enzymlésungen Substanzen geben oder z. B. 
durch Erhitzen von Enzymlésungen Stoffe hergestellt werden 
kOnnen, welche die Enzymwirkung hemmen, ist hinsichtlich 
mehrerer Enzyme nachgewiesen. Uber deren Natur sind die 
Angaben widersprechend. Es ist wohl anzunehmen, daf diese 
hemmenden Substanzen bei den Enzymreaktionen eine gewisse 
Rolle spielen kOnnen. 

Pollak!) fand bei seinen Untersuchungen aber die ein- 
heitliche Natur des Trypsins, dab eine erhitzte Enzymlésung 
eine betrichtliche Hemmung auf das Trypsin ausiibte. Die Hem- 
inung war nur gegen die Leimverdauung gerichtet, wahrend 
die Verdauung von Serum nur wenig durch den Hemmungs- 
kOrper beeinflubt wurde. Die hemmende Substanz, die er Anti- 
glutinase nennt, war kochbestiindig und nicht dialysierbar. 

Schwartz?) hat infolge der Untersuchungen von Pollak 
auch andere Enzyme z. B. Pepsin in bezug auf in dem Enzym 
selbst vorhandene hemmende Substanzen gepriift. Er fand ein 
thermostabiles Antipepsin von nicht proteinartiger Natur. Das 
Antipepsin wird nicht beim Kochen gebildet, sondern es findet 
sich als solehes in der Enzymlésung praformiert. Der Hemmungs- 
kOrper greift das Substrat nicht an. 

Cramer und Bearn*) haben Pepsin, Lab und Taka- 
diastase gepriift. Durch Zusetzen von nicht zu stark erhitztem 
knzym zu nicht erhitztem haben sie eine Hemmung der Enzym- 
wirkung gefunden. Auf 56—60° erhitzte Enzymldsungen setzten 
die Wirkung aktiven Enzyms herab. Die hemmende Substanz 
wurde im allgemeinen bei 100° zerstort. Der Hemmungskorper 


'’ Pollak, Hofmeisters Beitr... Bd. Vi, S. 98. 
*) Schwartz. Hofmeisters Beitr., Bd. VI. S, 424. 
*) Cramer und Bearn, Biochemic. Journ, Bd. If, S. 174 (1907). — 


Proced. of the Physiol. soc., June 2, 1906. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 
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dialysiert nicht durch Pergament. Der Prozef beruht nicht 
auf einem Antiferment. Mdglicherweise war eine Verbindung 
zwischen Substrat und Hemmungskorper vorhanden. 

Schlieblich hat Porter!) enzymhemmende Substanzen_ in 
Enzymlosungen nachgewiesen. Er untersuchte die Wirkung yon 
Kollodiummembranen auf Pepsin, Trypsin, Lab, Steapsin, Pty- 
alin, Emulsin und Takadiastase. L6sungen von allen diesen 
Enzymen, die Takadiastase ausgenommen, verloren bei be- 
riihren von Kollodiummembranen ihre Enzymwirkung und zeigten 
dann, Ptyalin ausgenommen, eine hemmende Einwirkung auf 
die entsprechenden Enzyme. 

Folgende Versuche zeigen, daf auch in Invertinlésungen 
hemmende Substanzen sich finden. 


Einwirkung von gekochter Invertinlésung. 


Wie in den Versuchen tber Hemmung mit Kohle und 
Serum wurde darauf geachtet, daB in den zu vergleichenden 
Proben stets dasselbe Volumen und dieselbe Konzentration von 
Substrat und von Enzym vorhanden waren. Es ist auch von 
Belang, Fehlerquellen, wie z. B. die saure Reaktion, zu elimi- 
nieren. Wird namlich undialysierte gekochte Enzymlésung zu- 
gesetzt, ergibt sich eine befOrdernde Einwirkung, die man einem 
spezifischen Koenzym zuschreiben kénnte. Diese Foérderung 
der Inversion liegt an der sauren Reaktion, die stets in Invertin- 
ldsungen, die nicht dialysiert sind, vorhanden ist oder beim 
Aufbewahren entsteht. Um die hemmende Substanz nachzu- 
weisen, mus man also die Enzymlésungen der Dialyse unter- 
werfen oder sie auf andere Weise neutralisieren. Die saure 
Reaktion nicht nur neutralisiert die Wirkung des Hemmungs- 
kérpers, sondern wirkt auch dariiber hinaus f6rdernd. 

In nachstehenden Versuchen waren die Enzymlosungen 
wiihrend verschiedener Zeiten (2—6 Tage) dialysiert worden. 
Im allgemeinen war die hemmende Eigenschaft wahrzunehmen., 
ehe alle Siiure wegdialysiert war. Nach 2—38tigigem Dialy- 
sieren wurde die gréBte Hemmung erhalten. Den Kontrol! 


') Porter, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXV, S. 301 (1910). 
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proben ohne Hemmungskorper wurde eine entsprechende Menge 
Wasser zugesetzt. Die Enzymlisung wurde etwa 2—5 Min. 
bei 100° gehalten. 
5 ccm aktives dialysiertes Invertin 
+- 5 »  erhitztes , ’ 
+. 20 » 20°%/oiger Rohrzuckerlésung. 
Versuch XVI. Inversionszeit 3 Std. 
Kontrollprobe ohne Hemmungskorper 0,61° 
Mit Hemmungskorper 0,09". 
Versuch XIV. 
Wie das vorige, aber mit kriftigerem akt. Enzym. Inversionszeit 
4 Std. 
Kontrollprobe 2,28? 
Mit Hemmungskorper 0,58°. 
Versuch XV. Inversionszeit 4 Std. 
Kontrollprobe 0,62° 
Mit Hemmungskorper 0,07". 





, 


Versuch XVI. Inversionszeit 4 Std. 
Kontrollprobe 2,61° 
Mit Hemmungskoérper 0,28°. 

Aus diesem ist zu ersehen, dai gekochte dialysierte 
Invertinldsungen eine kraftig hemmende Einwirkung auf das 
aktive Enzym ausiiben. Da ja in diesen Versuchen Erhitzung 
bis 100° gebraucht wurde, muf man wohl annehmen, dali der 
in dem Enzym gefundene Hemmungskorper thermostabil ist. 





Zusetzen von Filtraten von mit Kohle behandeltem 
Enzyme. 


Aus oben beschriebenen Versuchen ist nicht zu ent- 
scheiden, ob der Hemsmungskorper als solcher in dem aktiven 
Enzym sich findet oder erst durch Erhitzen gebildet wird. Um 
diese Frage zu entscheiden, mufi man auf irgend eine Weise 
das Enzym aus der Lésung entfernen, ohne dieselbe zu er- 
hitzen. Das Enzym durch Alkali zu zerstéren, ist nicht angiingig, 
da ja méglich wire, da’ der Hemmungskérper selbst davon 
beeinflu&8t werden kénnte. Um starke chemische Agenzien zu 
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vermeiden, wurde das Enzym vollig durch Kohle entfernt, dann 
wurde das Filtrat von der mit Kohle behandelten Enzymlisung 
auf sein Hemmungsvermoégen gepriift. Um die fordernde Kin- 
wirkung der sauren Reaktion zu vermeiden, wurde auch hier 
das Enzym dialysiert. 10 ccm dialysierter Invertinl6sung wurden 
mit 5 cem 4°/oiger Kohlensuspension vermischt und !/2—{ 
Stunde bei 37° aufbewahrt. Die Menge der Kohle wurde so 
gro} gewiihlt, dafi das Enzym aus der Loésung vollig entfernt 
wurde. Es war fiir das Resultat gleichgiiltig, ob die Enzym- 
kohlenmischung bei einer niederen oder hoheren Temperatur 
aufbewahrt wurde. Die auf diese Weise behandelte Enzym- 
lisung wurde durch doppelte Filter filtriert. Das Filtrat wurde 
zu dem aktiven Enzym hinzugefiigt. Die Inversion wurde bei 
37° ausgefiihrt. Kontrollproben wurden ausgefiihrt, um = zu 
zeigen, dafB das Enzym durch die Adsorption von der Kohle 
vollig entfernt war. Die Inversionszeit war 3 Stunden. 

5 com Invertin +- 5 cem Filtrat von kohlenbehandeltem 
Knzym oder H,O -}- 20 cem 20°/oigen Rohrzuckers. 

Versuch XVII. 


Kontrollprobe 11,70° 
Mit Kohlenfiltrat 10,35°. 

Das Kohlenfiltrat war in diesem Falle schwach sauer 
wegen der kurzen Dialyse (2 Tage). Doch ist die Hemmung 
deutlich, denn wie oben erwiihnt wurde, ist es nicht notig, dab 
alle Siiture entfernt wird. Eine sebr schwache saure Reaktion 
vermochte nicht den Hemmungskorper vollig zu neutralisieren. 

Versuch XVIII. 

Stirkere Dialyse wurde bei diesem Falle benutzt. Das 

Kohlenfiltrat war neutral, mit Lackmuspapier geprift. 
Kontrollprobe 7,10° 
Mit Kohlenfiltrat 9,08 °. 

Also zeigt sich eine gréBere Hemmung, wenn man prak- 
tisch neutrale Kohlenfiltrate benutzt. Die Hemmung tritt bei 
Anwenden von Kohlenfiltrat zwar nicht so deutlich wie be! 
Anwenden von erhitztem Enzym hervor. Die Ursache ist die, 
dai die Losung des Hemmungskorpers durch den Zusatz von 
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der Kohlensuspension mehr verdunnt wird. Infolge dieser 
Versuche ist zu behaupten, dafi mindestens ein Teil des Hem- 
mungskorpers als soleher in der Invertinlésung vorhanden ist 
und nicht dureh Erhitzen gebildet wird. 

Es scheint, als ob Erhitzen keine Einwirkung auf den so 
erhaltenen Hemmungskorper ausiibte. 


Kinwirkung von Dialyse auf die Hemmungskorper. 


Bei den Versuchen tiber den aus dialysierten Lésungen 
erhaltenen Hemmungskorper wurde beobachtet, daf verschieden 
kriiftig dialysierte Enzymlésungen verschieden stark hemmten. 
Kine Reihe Versuche wurden deshalb mit Zusatz von ver- 
schieden kriiftig dialysiertem Enzym ausgefiihrt. Eine gewisse 
Menge frisch bereiteter Invertinl6sung wurde in einem Dialyse- 
schlauch eingeschlossen und Toluol wurde zugesetzt. Die Dia- 
lyse wurde gegen destilliertes Wasser ausgefiihrt. Das Wasser 
wurde alle Tage gewechselt. Alle Tage wurde eine gewisse 
Menge Enzymlésung aus dem Schlauch herausgenommen und 
aufbewahrt. Alle Versuche wurden zu gleicher Zeit ausgefiihrt. 
Nachstehende Ziffern muf man jedoch nur als approximatisch 
vergleichbar ansehen. Es ist nimlich sehr schwierig zu ver- 
meiden, dafi die LOsung in dem Dialyseschlauch ihr Volumen 
ein wenig veriindert. 

Die aus dem Dialyseschlauch herausgenommenen Knzym- 
losungen wurden mit Kohle behandelt, um das Enzym= zu 
entfernen. 

Zu 10 cem Enzymlodsung wurden 5 ccm 4°/oiger Kohlen- 
suspension hinzugefiigt. Dann wurde filtriert. Die Filtrate von 
der Kohlenbehandlung wurden aktivem Enzym zugesetzt. Das 
Kohlenfiltrat und die Enzymlésung wurden 1 Stunde bei 57° 
zusammen aufbewahrt. Das aktive Enzym war wie gewohnlich 
dialysiert. 

Versuch XIX. 

9 ccm Enzym -}- 5 cem Filtrate —- 20 ecm 20° /oigen 

Rohrzuckers. 








2." 
vee 
7 ~ 
—~ 
rx 


Anselm Eriksson, 


1. Ohne Kohlenfiltrate 9,72 ° 
2. Mit Kohlenfiltrat von undialysiertem Enzym_ 10,02° 
3.» » von 1 Tage dialysiertem >» 7,/6° 
4» 2 » » 444° 
). » » » B » > > 8,03° 
6.» » fo» > » 8,339 
7.» » 6 >» > 8,339 
S. » » » () > » 7,48° 


2. zeigt, dafi das Filtrat des undialysierten Invertins die 
Inversion befOrdert und zwar durch ihre saure Reaktion. Dann 
sinken die Werte herab. Dies ist so zu erklaren, dafi die be- 
fordernde Saéure geschwind wegdialysiert, worauf die hemmende 
Natur der Lésung hervortritt. Dann steigt wieder die Enzym- 
wirkung. Dies wird daraus erkliirt, dafi die hemmende Sub- 
stanz selbst dialysiert, wenn auch sehr langsam, eine Tatsache, 
auf die auch folgender Versuch hindeutet. 

Die invertierende Kraft der Enzymlésung wurde nach 
verschieden starker Dialyse gepriift. 

Versuch XX. 


Das aktive Enzym, undialysiert 3,439 
: > : 1 Tag dialysiert 2,58° 
> ’ 2 Tage » 2,93 ° 
» 3 >» 2,81° 
» 4» 2,96° 
» 5 >» 2,98° 


Die Erklirung dieses Verhiltnisses ist dieselbe wie im 
vorigen Versuch. Die anfiingliche starke Enzymwirkung beruht 
auf der sauren Reaktion. Die Siiure dialysiert dann geschwind 
weg und die Wirkung wird herabgesetzt. Die Wirkung steigt 
wieder, denn der Hemmungskérper wird durch die Dialyse, 
obschon viel langsamer als die Siiure, entfernt. 


Kinwirkung von Dialysate. 


Oben erwiihnte Versuche deuten darauf hin, dab das 
hemmende Prinzip in der Invertinlésung dialysierbar ist, denn 
das Kohlenfiltrat von stark dialysiertem Enzym hemmt weniger 
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als das nach kirzerer Dialyse. Dai die hemmende Substanz, 
wenn sie dialysierbar ist, durch Dialyse mit gréferer Schwie- 
rigkeit als z. B. Phosphate entfernt wird, ist leicht zu ersehen. 
Nach etwa 2tiigigem Dialysieren wird die Phosphatreaktion 
negativ. Die hemmende Substanz dagegen kann man sogar 
nach 6—9tiigigem Dialysieren in der Lésung aufweisen. 

Um das aus der Enzymlésung Wegdialysierte hinsichtlich 
der hemmenden Substanz zu untersuchen, wurde ein Dialyse- 
schlauch mit destilliertem Wasser gefiillt und mit frisch be- 
reiteter undialysierter Enzymlésung umgeben. Die Enzymlésung 
wurde 2—3 mal erneut. Nach etwa 2 tagigem Dialysieren wurde 
die Fliissigkeit in dem Dialyseschlauch gepriift. Diese Fliissig- 
keit sollte nun die in der Enzymlésung dialysierbaren Sub- 
stanzen enthalten. Auch in diesem Falle mufi man_natiir- 
licherweise genau darauf achten, daf die Fliissigkeit vor dem 
Untersuchen neutral ist. Das so erhaltene Dialysat reagiert 
niimlich sauer, eine Tatsache, die die Inversion férdern sollte. 
In nachstehenden Versuchen wurde das Dialysat mit NH, oder 
NaOH neutralisiert. Das Neutralisieren ist sehr schwierig aus- 
zufithren, da ja selbst ein sehr winziger Uberschu von Alkali 
eine hemmende Wirkung ausiibt. Im allgemeinen wurde nur 
so viel Alkali hinzugefiigt, daB eine aéuferst schwache saure 
heaktion erhalten wurde. 

5 ccm Invertin -{- 5 cem Dialysat oder Wasser -++ 20 cem 
20,oiger Rohrzuckerlosung. 

Versuch XXI. 
3 Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH, neutralisiert. 
Kontrollprobe ohne Dialysat 12,85° 
Mit Dialysat 828°. 
Versuch XXII. 
Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH, neutralisiert. 
Kontrollprobe ohne Dialysat 8,08° 
Mit Dialysat 5,00°. 
Versuch XXIII. 
Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH, neutralisiert. 
Kontrollprobe ohne Dialysat 6,91° 
Mit Dialvsat 2,28 °. 
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Versuch XXIV. 
4 Stunden Inversion. Das Dialysat mit NaOH neutralisiert. 
Kontrollprobe ohne Dialysat 7,49° 
Mit Dialysat 1,39°. 
Versuch XXV. 
4 Stunden Inversion. Das Dialysat mit NH, neutralisiert. 
Kontrollprobe ohne Dialysat 12,59° 
Mit Dialysat 1,40". 


Hieraus ist zu ersehen, daf das Dialysat viel kriiftizer 
als das Filtrat von mit Kohle behandeltem Enzym hemmt. Das 
Neutralisieren des Dialysats braucht nicht vollstiindig zu sein, 
um kriiftige Hemmung hervorzurufen. Daraus ist die Schlul}- 
folgerung zu ziehen, da die hemmende Substanz (oder viel- 
leicht mehrere hemmende Substanzen, denn sehr schwierig is! 
zu entscheiden, ob das hemmende Prinzip einheitlich ist) die 
Fiihigkeit besitzt, durch Pergament zu diffundieren. Es ist jedoch: 
aus oben beschriebenen Versuchen leicht ersichtlich, daf ihre 
Diffusionsfahigkeit nicht so groB ist, wie z. B. die der in der 
Enzymlosung vorhandenen Siiure oder anderer Krystalloide, 
wie Phosphate u. a. Auch das Dialysat hemmt nach Erhitzen 
auf 100°; dessen hemmende Fiahigkeit scheint jedoch bei starkem 
Erhitzen etwas herabgesetzt zu werden. 


Einwirkung der Reihenfolge des Mischens. 


Man kann nur fragen, auf welche Weise der in der 
Enzymlosung vorhandene Hemmungskorper seine Wirkung aus- 
iibt. Verbindet er sich mit dem Enzym? Die Hemmung mit 
Serum und Kohle, wie oben nachgewiesen ist, liegt an einer Ver- 
festigung zwischen Hemmungskorper und Enzym. 


Versuch XXVI. 


Um diese Frage etwas zu beleuchten, wurde folgende: 
Versuch angestellt. Der Hemmungsk6érper wurde durch be- 
handeln von dialysiertem Invertin mit Kohle hergestellt. 20 ccm 
Enzym wurden bei 37° mit 10 ccm 4°/oiger Kohlensuspension 
aufbewahrt. Dann wurde filtriert. In 2. wurden 5 ccm dieses 
Filtrates mit 5 cem aktivem Enzym bei 37° 1 Stunde aul- 
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bewahrt. Dann wurde das Substrat (20 ecm 20°/oiger Rohr- 
zuckerldsung) zugeftigt. In 3. wurde der Hemmungskorper, 
5 eem Kohlenfiltrat, unmittelbar nach dem Zusetzen von Substrat 
hinzugeftigt. Die LOsungen hatten alle am Anfang des Versuchs 
dieselbe Temperatur, 37°. Dann wurde bei 37° invertiert. Die 
Inversionszeit war 4 Stunden. 
: cape ohne Hemmungskorper 6,93” 
2. (Enzym -|- Hemmungskorper) 1 Std. +- Substrat 4,85° 
3, Enzym 4 Substrat 4+- Hemmungskoérper 4,73. 
Ahnliches Resultat ergibt sich auch bei Benutzung von 
erhitztem Enzym. Die Reihenfolge des Mischens spielt beim 
Anwenden dieses Hemmungskorpers offenbar nicht dieselbe 
Rolle, wie bei Hemmung mit Serum oder Kohle. Man mul 
also annehmen, dai in diesem Falle die Hemmung nicht wie 
bei Serum und Kohle stattfindet, wo die Reihenfolge eine wichtige 
Rolle spielt. 


Zusammenfassung. 


Das Invertin kann durch Kohle aus seiner L6sung vollig 
oder zum Teil aufgenommen werden. Bei der hierdurch er- 
zeugten Hemmung der Invertinwirkung ist die Reihenfolge des 
Mischens der Agenzien von grofer Bedeutung. Die Hemmung 
wird stiirker, wenn die Kohle einige Zeit vor dem Zusetzen 
des Substrats mit dem Enzym aufbewahrt wird, als wenn die 
Kohle unmittelbar nach dem Zusetzen des Substrats hinzu- 
gefiigt wird. 

Im grofen und ganzen wichst die Hemmung mit der Zeit, 
wahrend welcher die Kohle mit dem Enzym aufbewahrt wird. 
Beim Aufbewahren der Enzymkohlenmischung bei der niederen 
Temperatur (20°) wiichst die Hemmung bis zu einer gewissen 
Grenze. Bei der hdheren Temperatur (37°) erreicht die Hem- 
mung ein Maximum, das jedoch wieder ein wenig herabgeht. 

Das Substrat besitzt die Fiihigkeit, einen Teil des von 
der Kohle aufgenommenen Enzyms zu aktivieren. 

Normales Serum besitzt auch die Fihigkeit, die Invertin- 
wirkung zu hemmen. Auch bei Serum spielt die Reihenfolge 
des Mischens der Agenzien eine Rolle, doch keine so grofe 
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wie bei der Adsorption durch Kohle. Die Hemmung wird 
grofer, je laingere Zeit die Serum-Enzymmischung vor dem Zu- 
setzen des Substrats aufbewahrt wird. Bei Anwendung von 
Serum wiichst die Hemmung bis zu einer gewissen Grenze 
mit der Zeit und Temperatur, wiihrend welcher die Serum- 
Enzymmischung vor dem Zusetzen des Substrats aufbewahrt 
wird. Hier liegt jedoch ein Unterschied von der Hemmung durch 
Kohle vor. Bei der Kohle sank die Hemmung, als sie ihr 
Maximum erreicht hatte, bei der hdheren Temperatur wieder 
etwas herab. 

In der Invertinldsung finden sich Hemmungskorper. Die 
in der Invertinl6sung gefundenen Hemmungskorper sind als 
solehe mindestens zum Teil in dem Enzym praformiert und ent- 
stehen nicht, wie andere beschriebene Hemmungskorper, beim 
Erhitzen des Enzyms. 

Sie werden gar nicht, oder nur wenig, durch Erhitzen 
bis auf 100° beeinflubt. 

Sie werden mindestens zum Teil nicht durch Kohle auf- 
genommen. 

Die Hemmungskorper diffundieren, aber nur langsam, 
durch eine Membran. 

Sie verfestigen sich nicht, wie z. B. Kohle und Serum, 
an dem Enzym, um ibre Wirkung ausiiben zu konnen. 




















Zur Kenntnis des Hefengummis. 
Von 


H. Euler und A. Fodor, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1911.) 


Stellt man Priparate von Hefeninvertase dar, sei es durch 
Extraktion der getrockneten Zellen mit Wasser, sei es aus 
autolysierter Hefe, so enthalt das enzymatisch wirksame Produkt 
reichliche Mengen eines Kohlenhydrates, welches Salkowski 
als Hefengummi bezeichnet hat. Die Invertasepriiparate liefern 
niimlich mit Fehlingscher Lésung das von Salkowski be- 
schriebene Kupfersalz des Gummis, das nach der Hydrolyse 
Mannosehydrazon liefert. Aus sehr wirksamen Invertasepripa- 
raten wurde Gummi von der spezifischen Drehung |[a]p = 86° 
dargestellt. 

Nun haben es einerseits die im hiesigen Laboratorium 
angestellten einigungsversuche sehr unwahrscheinlich ge- 
macht, dab die Invertase, wie friiher fast durchweg ange- 
nommen wurde und jetzt noch vielfach angenommen wird, ein 
Kiweibkérper ist, denn nach der Behandlung der Praparate mit 
Kaolin und andern Adsorptionsmitteln fiir Eiweifstoffe bleibt 
ein Rest von hoher Aktivitét zuriick. Anderseits sind offen- 
bar eine Reihe chemischer Reaktionen dem Hefengummi und 
der Invertase gemeinsam, und es wird hierdurch die Annahme 
nahegelegt, daf die Invertase selbst ein héheres Kohlenhydrat 
und also zum Hefengummi chemisch verwandt ist. Wir haben 
deshalb aus der gleichen Hefe, aus welcher hier die Invertase 
dargestellt wird, Hefengummi isoliert und versucht, an diesem 
Material unsere Kenntnisse tiber die Zusammensetzung des Hefen- 


gummis zu erweitern. 
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Friihere Ergebnisse: Nageli und Loew!) haben den 
Hefengummi zuerst dargestellt. Spater haben Wegner?) und 
Hessenland*) den Hefengummi untersucht, und letzterer hat 
bei der Hydrolyse seines Materials Mannose, Galaktose und 
Fruktose erhalten. Sein Gummi war offenbar ein Gemiscl) 
verschiedener Kohlenhydrate; und das Gleiche gilt von dem 
Material Lindets.*) 

Bedeutend reiner war der von Oshima®) untersuchte 
Gummi, welcher indessen noch etwas Fukose enthielt; er war 
nach einer von Salkowski®) angegebenen Methode dargestellt 
worden, welche zweifellos den besten Gummi liefert, und welche 
die zuverliissigeren Resultate erméglicht hat, die dieser Forscher, 
Oshima, und Meigen und Spreng’) erhalten haben. 

Die Ergebnisse von Meigen und Spreng sind die 
folgenden: 

«Bei der Hydrolyse des Hefengummis wird nur Mannose 
und Glukose gebildet, keine Galaktose und keine Pentosen. 
Der Gummi enthalt doppelt so viel Mannose wie Glukose. Die 
Formel ist in Ubereinstimmung mit dem Befund von Salkowski 


‘ : ae +e ey ec 
C,,H,,0,,. Die spezifische Drehung betriigt [a], =89,2° —89,6° 
Diese Ergebnisse bestiitigen — abgesehen von der Methy!- 
furolreaktion — die Resultate Oshimas. 





Darstellung des Hefegummis. 

Wir haben den Gummi durch Auskochen der Hefe mit 
Wasser nach der Vorschrift von Niigeli und Loew erhalten 
und denselben nach Salkowski behandelt. 

600 g getrocknete, durch Ausziehen mit Alkohol und Ather 
von Fett befreite Hefe wurde in einer Porzellanschale mit 
4.5 1 Wasser 12 Stunden extrahiert. Es wurde durch Falten- 


') Liebigs Annalen, Bd. CXCII, 5. 322, 1878. 

2) Zeitschr. d. Vereins f. Riibenzuckerindustrie, Bd. XL, 8. 789, 1890 
3) Zeitschr. d. Vereins f. Ritbenzuckerindustrie, Bd. XLII, 8S. 671, 1892. 
‘) Comptes rendus de l’Acad. des Se., Bd. CXII, 5. 102, 1891. 

5) Diese Zeitschr.. Bd. XXXVI, 8S. 42, 1902. 

6) Ber. d. d. chemischen Gesellsch., Bd. XXVII, 8S. 497 u. 925, 1894 
‘) Diese Zeitschr., Bd. LY, S. 48, 1908. 
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ilter filtriert und das Filtrat mit Bleiacetat gefallt. Das Blei 
wurde mit Schwefelwasserstoff entfernt und das Filtrat vom 
Schwefelblei im Vakuum eingedunstet. Da die L6sung sehr 
stark schiiumt, eignet sich hierzu besonders ein heizbarer Va- 
kuumexsikkator. Die eingedunstete Lisung wurde mit dem 
doppelten Volumen Alkohol gefallt. Nach 14—16 Stunden 
wurde die tiberstehende bréunliche Fliissigkeit abgegossen, 
und der am Boden befindliche hellbraune Gummiriickstand in 
30—40 ecm Wasser gelést, und mit Alkohol wieder gefiillt. 
Diese Umfallung wurde dreimal wiederholt, zuletzt unter Ab- 
kiihlung. Endlich wurde die Fallung mit Alkohol und Ather 
innig verrieben, abgesogen und getrocknet. Man erhilt so ein 
feines gelbliches Pulver in einer Ausbeute von etwa 4 g. 

Weit besser erwies sich die von Salkowski angegebene 
Darstellung aus autolysierter Hefe, insofern dabei ein reineres 
Produkt erhalten wurde. Das Verfahren ist kurz folgendes: 

Der durch mehrwochentliche Autolyse von Brauereihefe 
gewonnene Saft wurde durch 80—95°/oigen Alkohol gefiillt. 
Der entstehende Sirup wurde von der Mutterlauge befreit, in 
moglichst wenig Wasser geldst, und von einer geringen Menge 
weiBer Krystallnadeln eines basischen Stoffes (Purinbase) ab- 
iltriert. Das Filtrat wurde mit Fehlingscher Losung in der 
Kiilte gefallt und die ausgeschiedene Kupferverbindung durch 
Auswaschen mit Wasser vom Alkali befreit. 

Geschieht diese Fiillung in der Kalte, so bleibt die Kupfer- 
verbindung teigig, bei Behandlung in der Hitze tritt Reduktion 
ein. Je weiter die Entfernung des Alkalis fortschreitet, desto 
leichter zerteilt sich der urspriingliche Klumpen in kleine Teilchen, 
welche mit Wasser aufquellen und schlieBlich in LOsung gehen. 
Aus dieser blaugefirbten Lésung kann die Gummikupferver- 
bindung sowohl durch Alkali als durch Alkohol wieder aus- 
gefillt werden. Die mit Alkohol gefiillte Substanz, welche im 
trocknen Zustande ein hellgraublaues Pulver bildet, konnte 
nicht in konstanter Zusammensetzung erhalten werden. Zwei 
Analysen ergaben Werte fiir Kupfer zwischen 3 und 5°%o. 
Angeniihert entspricht dies einer Zusammensetzung von einem 
Atom Kupfer auf 7—8 Hexosereste. Indessen kinnen diese 
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Werte entstellt sein durch die Hydrolyse der urspriinglichen 
Kupferverbindung, welche eine Anreicherung des Kupfers zur 
Folge haben mul. Es ist auch mdglich, daf die Schwankung 
im Kupfergehalt durch Adsorption von kolloidalem Kupferhy- 
droxyd bedingt ist. 

Aus diesem Kupfersalz konnte durch Zersetzung mit sehr 
verdiinnter Salzsiiure eine klare Lésung gewonnen werden, 
aus welcher der Gummi mit Alkohol ausgefallt wurde. Nach zwei- 
maliger Umfallung wurde die spezifische Drehung der Substanz 
wie folgt ermittelt: Die wiisserige L6sung. von welcher 5 ccm 
nach dem Verdunsten einen Riickstand von 0,1541 g (bei 105° 
getrocknet) gaben, zeigte im 50 mm-Rohr eine Drehung 


a = 1,16°. Hieraus berechnet sich {a|) = 75,2. 

Der so erhaltene Gummi zeigte nach einer nochmaligen 
Reinigung tiber die Kupferverbindung (Zersetzung mit Saure 
und 2-maligem Umfiillen mit Alkohol) [a], — 86,88. Nach 
einer weiteren Umfallung mit Alkohol ergab sich [al == $6.95. 

Der aus der letzten Lésung abgeschiedene Gummi war 
ein schneeweibes leichtes Pulver. 

Eine andere Reinigung wurde in der Weise durchgefiihrt, 
dafi das Priiparat, welches durch Auskochen von Hefe mit 
heiiem Wasser und mehrmaliges Umfallen mit Alkohol ge- 
wonnen worden war, der Dialyse unterworfen wurde. Da dic 
Losungen sehr leicht von Bakterien angegriffen werden und 
der Diffusionsversuch drei Tage fortgesetzt wurde, so war eine 
energische Sterilisierung mit Chloroform notwendig.') 

Abgesehen von Salzen fanden wir in der Auf enfliissig- 
keit auch Gummi (nachgewiesen durch die Kupferverbindung). 
Der bei der Dialyse zuriickbleibende Gummi wurde mit Alkoho! 
gefillt und das erhaltene und getrocknete Pulver teils zur Mo- 
lekulargewichtsbestimmung, teils zur Messung der spezifischen 
Drehung benutzt. 

Eine Losung, von welcher 5 ccm beim Eindunsten einen 
Riickstand von 0,1687 g hinterlieBen, zeigte im 50 mm-Rohr 


') Mit Toluol konnte die Lésung nicht dauernd steril gehalten werden 
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eine Drehung von a = 1,48°. Hieraus ergibt sich [a])’ = 87,7°. 
Ein anderer Versuch ergab: a = 1,50, somit [a] = 89,0. 

Salkowski fand +- 90,1°. Der Wert von Meigen und 
Spreng ist 89,6. 

Molekulargewichtsbestimmungen: 1,8005gSubstanz, 
getrocknet tiber Schwefelsiure bei 14 mm in einem auf dem 
Wasserbad erhitzten Exsikkator wurden zu 25 ecm gelist. 
Diese 7,202° oige Losung gab im Beckmannschen Apparat 
eine Gefrierpunktserniedrigung von 0,11. Ein grofer Teil dieser 
Erniedrigung ist von Verunreinigungen hervorgerufen. Wie 
spiiter ausgefiihrte, bald mitzuteilende Diffusionsversuche ge- 
zeigt haben, liegt das Molekulargewicht iiber 10000. 

Die durch Dialyse gereinigte Gummilésung gibt weder mit 
Bleiacetat noch mit Phosphormolybdian- oder Phosphorwolfram- 
siiure eine Fallung. Die Abwesenheit von Eiweibkérpern wurde 
noch durch den negativen Ausfall der Biuretreaktion festgestellt. 
Kolloidales Eisen scheint nur in Anwesenheit von Elektrolyten 
eine Fallung zu erzeugen. 

Uber die quantitative Zusammensetzung des Hefengummis 
lagen bis jetzt nur die Angaben von Meigen und Spreng vor. 
Diese Forscher haben, wie erwiahnt, die Abwesenheit von Ga- 
laktanen und Pentosanen festgestellt: ihr Befund iiber die re- 
lative Menge von Glukose und Mannose stiitzt sich auf die 
Bestimmung der relativen Menge von Mannosehydrazon und 
Glukosazon. Wir haben in folgender Weise versucht, einen 
sicheren Aufschluf iiber die quantitative Zusammensetzung 
des Gummis zu erhalten.!) 


Quantitative Hydrolyse des Gummis. 


Ein durch Autolyse gewonnener, tiber die Kupferverbindung 
gereinigter Gummi wurde in Wasser geldést; die Konzentration 


') Zuniichst haben wir uns davon tiberzeugt, dafi bei der Hydrolyse 
des Gummis mit 10°oiger Schwefelsiure keine organischen Séuren ge- 
bildet werden. Nach Neutralisation der hydrolysierten Lésung mit Baryt- 
lo6sung befanden sich in der vom Baryumsulfat abgetrennten Fliissigkeit 
keine Baryumsalze. 

Die Angaben von Meigen und Spreng iiber die Abwesenheit 
von Pentosen kénnen wir bestatigen. 
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dieser Losung, auf Grund der spezifischen Drehung 88,6° war 
4.27% 0. Von dieser LOsung wurden 5 ccm zur Trockne ein- 
gedampft und ergaben einen Riickstand von 0,2201 g; hieraus 
berechnet sich eine Konzentration von 4,40°o0; der Gummi 
enthielt also noch ca. 3°/o Verunreinigungen. Demgemiif zeigt 
auch das in Lésung gebrachte Produkt eine 3,9°/o niedrigere 
spezifische Drehung, niimlich 84,8°. Die Verunreinigungen des 
angewandten Gummis sind also optisch inaktiv. 75 ccm dieser 
+,27°oigen Lésung, enthaltend 3,2°/o Gummi, wurden mit 2 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure versetzt und am Wasserbad 10 
Stunden lang erwiirmt. Die so hydrolysierte Losung wurde 
hierauf auf 100 ccm gebracht (Losung L); derselben wurden 
5d ccm entnommen; dieselben haben wir auf 10 ccm verdiinnt 
und 5 cem der verdiinnten Losung nach Bertrand?) reduziert. 
Verbraucht wurden 7,44 ecm 1/4 norm.-KMnQO4-Losung, entspr. 
118,4 mg Cu, entspr. 93,3 mg Glukose. Die gesamte Losung L 
enthalt daher 3,73 g als Glukose berechnete Hexose. Fiir den 
Ubergang von 3,2 g Gummi in Hexose ergibt die Berechnung 
nach der Gleichung (60 << 180 — 59 >< 18): (CO * 180) = 3,2: x 
den Wert 3,56 g Glukose. 

Die Losung L zeigte im 100 mm-Rohr die optische Dre- 
hung a = 1,14° und 1,22°, welche im Mittel einer spezifischen 
Drehung von [a)p = 31,6° entsprechen. 

Endlich wurde auch der Mannosegehalt der Losung L 
ermittelt. 25 ecm derselben (enthaltend 0,932 g Hexosen) 
wurden neutralisiert und mit 0,6 g Phenylhydrazin, in der drei- 
fachen Menge Eisessig gelost, versetzt. Das ausgeschiedene, 
vollig harzfreie Mannosehydrazon wurde mit Wasser ausge- 
waschen und im Exsikkator getrocknet. 

Dasselbe wog 0,8189 g (inkl. einer Korrektur von 0,02 g 
nach Bourquelot und Hérissey [Lippmann, Chem. der 
Zuckerarten, Bd. CXXIX, S. 339, 1904]). Auf Mannose umge- 
rechnet 0.5460 g. Der Gesamtzucker enthalt daher 58,5 °/o 


Mannose. 


1) Bull, Soe. Chim... Bd. XXXY, S. 1285, 1906. 
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Wiederholung. 

Ausgangsprodukt war ein Gummi, aus welchem unter 
Annahme der spezifischen Drehung 87,13° eine 5,00° oige Losung 
bereitet wurde (die LOsung zeigte im 50 mm-Rohr a = 2,18°). 
5 ecm dieser LOsung gaben 0,2992 g bei 105° getrockneten 
Riickstand, welcher einer Konzentration von 5,98°/o entspricht 
und |a|p = 72,9° ergibt. Auch in diesem Falle bedingt die 
im Gummi enthaltene optisch inaktive Verunreinigung (16,3° 0) 
eine vollstaéndig proportionale Verminderung der spezifischen 
Drehung (16,5°/0). 

792 ccm der 5°/oigen Gummilésung wurden in der gleichen 
Weise, wie oben, hydrolysiert und auf 100 ccm verdiinnt. Nach 
5 Stunden der Lésung entnommene 5 ccm zeigten, daf die 
Hydrolyse noch nicht beendigt war, da mit Fehlingscher 
Losung noch Gummikupferverbindung ausfiel. Der Rest von 
95 ecm wurde daher noch weitere 5 Stunden am Wasserbade 
erwiirmt und wieder auf 100 cem gebracht; dieser Lésung 
(Losung L,) wurden wieder 5 ccm entnommen, auf das doppelte 
Volumen gebracht und 5 ccm aus der so verdiinnten Lésung, 
wie oben, nach Bertrand reduziert. Verbraucht wurden 
7,98 ccm 1/4 norm.-KMnO, entspr. 3,928 g Glukose fiir 100 cem 
Losung L,. 

Die optische Drehung der Lésung L, betrug im 100 mm- 
Rohr a = 1,21° und a = 1,25°. Hieraus laft sich im Mittel 
fiir die in der Losung L, enthaltenen 3,928 g Hexosen die 
spezifische Drehung |a]y = 31,25 berechnen. 

Der Mannosegehalt wurde, wie oben, in 25 ccm der 
Losung L, bestimmt und 0,8400 g Mannosehydrazon gefunden, 
entspr. 0,56 g Mannose, somit 57,2°/o von der Gesamthexose 
(3,928 g). 

Zur Sicherheit haben wir untersucht, ob Schwefelsiiure 
von obigen Konzentrationen keine zerstérende Wirkung auf 
Mannose ausiibt. Demzufolge wurde ca. 1 g Kahlbaumsche 
Mannose in 4,5°/oiger H,SO, aufgelést und die Drehung vor 
und nach dem Dstiindigen Erhitzen am Wasserbade unter 
gutem RiickfluB ermittelt. Dieselbe betrug vor dem Erhitzen 
im 100 mm-Rohr 0,47° und nach dem Erhitzen 0,49°. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 2:3 
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Die Losung blieb beim Erwiérmen vollstandig farblos. 

Schlicblich haben wir uns davon iiberzeugt, dafi Mannose 
von Glukose auf dem von uns eingeschlagenen Weg wirklich 
quantitativ getrennt werden kann: 

0,6601 g Mannose (bei 105° getrocknet) +- 0,3200 g 
Glukose, in 25 ccm Wasser gelést und mit 0,6 cem Pheny]- 
hydrazin -+- 2,1 ecm Eisessig versetzt, lieferten 0,9890 g Man- 
nosehydrazon (inkl. 0,02 g Korrektur fiir 50 cem Lésung und 
Waschwasser); dies entspricht 0,6593 g Mannose. Die ange- 
wandte Trennungsmethode mit der Korrektur von Bourquelot 
und Hérissey gibt also genaue Résultate. 


Zusammenfassung. 


Wir kénnen unsere Ergebnisse in folgender Tabelle zu- 
sammenstellen: 

















Berechnet fiir 





Zusammen- | ms . 
setzung nach| #0 Mannose 40 Mannose Gefunden 
Meigen  |-+ 30 Glukose ~- 40 Glukose 


und Spreng] — 69H,O | — 79 H,O 





Spez. Drehung 


nach der 28,6 30,24 32,96 31,6 und 31,25 
Hydrolyse ') 
Mannosegehalt 66,6 °o 57,1 %/o 50 °/o 57,2°/0u.58,5°/o 











Auf Grund unserer Versuche nehmen wir folgende 
Grenzen fiir die Zusammensetzung des Hefegummis an: 
4 Mannose, 3 Glukose —- 4 Mannose, 4 Glukose und 
(CgH,495)70 + X HzO —~ (C,H 95)go ++ x HO. 


1) Hierbei wurden die spezifischen Drehungen angenommen: Glu- 
kose 52° und Mannose 13,92° (Temp. = 20°). 





Uber ein tierisches Alkaloid aus sterilisierter und unter be- 
stimmten Bedingungen aufbewahrter Milch. 


Von 
Dr. N. D. Awerkijew, 


Direktor des Stadtischen Chemischen Laboratoriums, Assistent fiir analytische Chemie 
an der héheren Bergbauschule zu Jekaterinoslaw in RuBland. 


Mit zwei Tafeln. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1911.) 


Im Jahre 1900 analysierte ich einige Proben einer steri- 
lisierten Milch, die etwa ein halbes Jahr bei Luft- (steriler 
Watteverschlu8) und Lichtzutritt gestanden hatte. Anla8 zur 
Analyse gab die Beobachtung, dafi diese Milch nach Genuf 
auf das Vorhandensein giftig wirkender Stoffe schlieBen lieB.!) 
Ich machte damals Mitteilung?) von der Auffindung und den 
Analysen eines Stoffes, tiber dessen genaue Natur -ich noch 
keinen Aufschlufi geben konnte, teils aus Zeitmangel, teils weil 
mir nur minimale Mengen dieses Stoffes zur Verfiigung standen. 

ErfahrungsgemiS*) ist das Auftreten des Giftstoffes in der 
Milch abhangig von den Aufbewahrungsbedingungen und -zeiten. 
Ich war damals geneigt, die Entstehung des giftigen Stoffes 
auf rein chemische Vorgiinge zuriickzufiihren, da die Milch ja 
sterilisiert war, wobei ich, wie ich in meiner Mitteilung er- 
wiihnte, den Stoff, dessen Konstitution nicht bekannt ist, auf 
Grund seiner Eigenschaften zu den Ptomainen rechnete. 

Noch im Jahre 1900 begann ich mit der genaueren Unter- 
suchung zur Aufklarung dieser Frage. Der Plan meiner Arbeit 
war folgender: die chemischen Verinderungen in der sterili- 
sierten Milch in Abhingigkeit von Licht und Luft zu verfolgen, 


') Memoiren der Jekaterinoslawschen Med, Ges., 1900, S. 8 (russ.). 
*) Ibid., S. 24. 
*) Ibid., Uber die Veranderung der sterilisierten Milch im Zusammen- 
hang mit der Art der Aufbewahrung. 
23* 
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den Stoff nach lingerer Zeit zu isolieren und chemisch zu 
definieren. 

Zu dem Zweck wurden 10 Liter Milch im Papinschen 
Topf bei 102° sterilisiert und zwar in langhalsigen Literkolben, 
um sie bequemer zuschmelzen zu konnen. Fiir die Aufbewahrung 
wurde die Milch folgendermafen verteilt: 

1. 2 Kolben mit je einem Liter wurden sowohl bei Licht- 
als Luftzutritt (Wattepfropf) bei Zimmertemperatur stehen 


gelassen. 
2. 2 Liter wurden nur unter Luftzutritt aufbewahrt. Die 


Kolben waren gegen Lichteinwirkung durch schwarzen Anstrich 
geschiitzt und so in einen Kasten gesetzt, dafi nur die Kolben- 


hilse herausragten. 
3. 21 Milch waren eingeschmolzen, nur das Licht hatte 


Zutritt. 

4. 21 waren ebenfalls hermetisch abgeschlossen, die 
Kolben schwarz angestrichen und in einen Kasten gestellt. 
Alle Proben wurden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Von 
dem neunten Liter Milch wurde eine Bestimmung der Haupt- 
bestandteile gemacht. Das Resultat war: 


Reaktion : amphoter 
Geruch : keiner 

Spez. Gew. bei 15°: 1,0330 
Fett ° 6,5 0/9 
Casein > 2.75%, 
Albumin : 2,880 
Milchzucker : 2,709) 
Asche : 0,96°/o 


Trockenriickstand : 12,25°/o. 

Aciditét: auf 100 ccm 38 cem 0,1 n-NaOH. 

Fett (Brechungsindex mittels Refraktometer bestimmt): 
1,4595. 

Kiweibrest: 2,01. 

Milchséure: Keine. 

Ausgefallenes Eiweif: 0,12 °/o.!) 
ay Beziiglich der verschiedenen Eiweifarten in der Milch halte ich 
mich an die Anschauungen Konigs. 
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Nach Ablauf von 3 Jahren, im Oktober 1905, schritt ich 
zur Analyse der ersten 3 Gruppen. 


I. Bei Licht- und Luftzutritt aufbewahrte Milch. 


Die nur wenig gebriiunte Milch war bedeckt von einer 
dicken festen Fettschicht, die stellenweise nach der Mitte zu 
kleine gelbe Flecken aufwies. Die Milch hatte einen scharfen, 
sehr unangenehmen Geruch. Bei der chemischen Analyse der 
Milch wurden folgende Daten erhalten: 


Reaktion : amphoter 
Spez. Gew. : 1,0349 
Fett : 0,89°/o 
Casein > = 2,04°/o 
Albumin : 0,86°%/o 
Milchzucker > 2,05°/o 
Asche : 0,97°/o 


Trockenriickstand : 12,04°/o. 

Aciditaét: auf 100 cem Milch 42 ecm 0,1 n-NaQOH. 

Unter dem Mikroskop zeigte das Fett das Gesichtsfeld 
an Ausdehnung tibertreffende Kigelchen. Die Milchkiigelchen 
schienen teilweise wie miteinander verwachsen und oben ge- 
Offnet (Fig. 1). 


II. Bei Luftzutritt unter AusschluB von Licht aufbewahrte Milch. 


Die Milch war ganz schwach rdtlich gefiirbt, die ab- 
geschiedene Schicht nicht stark, Fettkiigelchen wurden nicht 
beobachtet. Die Schicht war gelblich gefiarbt und wies grofbe 
weife Flecken mit fettartigem Geruch auf. Der Geruch der 
Milch war wieder sehr scharf. Die Analyse ergab folgendes: 


teaktion : amphoter 
Spez. Gew. : 1,0348 
Fett : 1,02°/o 
Casein : 2Zis%e 
Albumin : 8,02°/o 
Asche > 0,98 °/o 


Trockenrtickstand: 13,6748. 
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Aciditaét: Auf 100 eem Milch 50 cem 0,1 n-NaOH. 
Milchzucker: 2,27. 


III. Bei Lichtzutritt unter AusschluB von Luft aufbewahrte Mulch. 


Die Milch war schwach braunlich gefirbt, eine ca. 1/2 ccm 
dicke, feste Schicht, die weife, fettige Partikel eingeschlossen 
enthielt, hatte sich oben abgeschieden. Die Milch roch stark 
nach ranzigem Fett. 


Reaktion : amphotor 
Spez. Gew. > 1,0347 
Fett ° 0,87 °/o 
Trockenriickstand: 13,00°/o 
Asche : 0,98/o 
Casein > =2,00°/o 
Albumin > 3,41%/o 
Milchzucker : 1,89°7/o. 


Aciditaét: Auf 100 eem Milch 50 cem 0,1 n-NaQOH. 


Bei meiner ersten Untersuchung der sterilisierten Milch, 
sowie bei den spiteren orientierenden Versuchen hatte ich 
bereits bemerkt, dai eine unter den erwéhnten Bedingungen 
aufbewahrte Milch nach 1—2stiindigem Kochen ihren scharfen, 
unangenehmen Geruch fast vollkommen verliert. Spatere Ver- 
suche bestiitigten dieses Resultat, denn bei einer Wasserdampt- 
destillation ging der Geruch ins Destillat tiber, wahreud die 
Milch nach 2—38stiindigem Destillieren ganz geruchlos wurde. 

Von der Milchprobe, die unter Licht- und Luftzutritt auf- 
bewahrt war, verwendete ich 1,75 1, zu denen ich 50 cem einer 
10°/oigen Kalilauge fiigte fiir die Bindung etwa vorhandener 
freier Fettsaéuren, und unterwarf die Fliissigkeit einer 3 stiindigen 
Dampfdestillation. Das Destillat wurde in Ather aufgefangen.') 

Unter 6fterem gehérigen Umschiitteln blieb das Destillat 
9% Stunden stehen; worauf die wiasserige von der dtherischen 
Fliissigkeitsschicht getrennt wurde. Letztere zeigte schwach 
alkalische, erstere neutrale Reaktion. Die wiisserige Schicht 


‘) Anfangs fing ich das Destillat in Wasser auf und extrahierte es 
mit Ather. 








cee 
or 
— 


Uber ein tierisches Alkaloid. 


gab beim Eindampfen zur Trockne bei 100° keinen Riickstand, 
desgleichen beim Verdampfen im luftverdiinnten Raume. 

Der Ather aus dem Atherextrakt wurde bei gewoéhnlicher 
Temperatur im luftverdiinnten Raume abdestilliert, da die Sub- 
stanz sehr fliichtig ist. Die als Riickstand erhaltene Substanz 
hat einen ungemein scharfen Geruch, der Ubelkeit hervorruft. 
Sie wurde im Riickstand als weiber, fettiger Anflug erhalten. 

Weiterhin wurde die Substanz mit 95° oigem Athyl- 
alkohol unter Zusatz von Weinsiure behandelt, worin sie sich 
leicht lést. Fiigt man zu dieser Liésung einen Uberschul 
10°/oiger Natronlauge, so fiillt ein weiSes Pulver aus und der 
Geruch verschwindet vollig. Nach dem Waschen mit kaltem 
Wasser zur Entfernung des Alkohols, der Weinsiéure, sowie 
des Uberschusses der Natronlauge und Trocknen bei 28° resul- 
tierte ein rein weifes Pulver, das unter dem Polarisations- 
mikroskop amorph erschien. Beim Gltihen schmilzt es, ver- 
kohlt und verbrennt, ohne einen Riickstand zu_hinterlassen. 
Der Schmelzpunkt liegt bei 38°, die Verfliichtigung beginnt 
bei 52°. 

Die Substanz ist léslich in Ather, Petroliither, Chloroform, 
wiisserigem Alkohol, unldslich in Benzol und wenig loslich in 
Benzin.?) 

Konzentrierte Schwefelsaéure verkohlt die Substanz: Salz- 
siure ruft eine intensiv rote Farbe hervor; Salpetersiure oxy- 
diert sie. Im ganzen wurde 0,5169 g Substanz aus 1,700 | 
Milch erhalten. 


') Bei einer solchen Dampfdestillation darf man wohl die Annahme 
eines Ubergangs von Fettsiuren, die in der Milch vorkommen, in das 
Destillat ausschliefen, da bekanntlich die Ester der Buttersiiure, Capron- 
siure, Olsiiure, Palmitinsiure und Stearinsiiure ohne Zersetzung bei 120, 
214 und 244° sieden und sich mit Wasser nicht mischen (aus Wasser 
scheiden sie sich Olartig ab). Die Ester der nachsthéheren Sauren sind 
feste krystallinische Kérper. Was schlieflich die Anwesenheit freier Butter- 
siure betrifft, die mit Wasserdimpfen ja leicht fliichtig ist, so ist ein 
Ubergang ins Destillat durch die zugesetzte Kalilauge verhindert, und 
aufferdem zeigte das Destillat immer neutrale Reaktion, zum Schlufs sogar 
alkalische, was natiirlich die Gegenwart einer der erwihnten Saéuren in 
freiem Zustande ausschliefit. 











352 N. D. Awerkijew, 


Verdiinnte Schwefelsdéure und verdiinnte Salzsiure geben 
Salze. Niiheres dariiber folgt weiter unten. 

Auf gleiche Weise wurde aus der Milchprobe, die nur bei 
Luftzutritt gestanden hatte, 0,2804 g aus 1,350 1 Milch ge- 
wonnen. Aus der dritten Probe, die nur bei Lichtzutritt ge- 
standen hatte, wurde nur 0,1929 g Substanz aus 1,870 1 Milch 
isoliert. Die Eigenschaften der aus allen drei Proben isolierten 
Substanz waren die gleichen, wortiber weiter unten genauer 
berichtet wird. 

Aufer der beschriebenen Methode wandte ich fiir die 
Gewinnung der Substanz die sonst noch fiir die Isolierung von 
Alkaloiden und Ptomainen gebréuchlichen Methoden an.!) Nach 
der Methode von Staf-Otto wurde als Endprodukt eine ganz 
geringe Menge Substanz erhalten, sodafi nur der Schmelzpunkt 
(41°) bestimmt werden konnte. 

Die Substanz ist allem Anschein nach ohne Zersetzung 
fliichtig. 

Zur Priifung auf die Gegenwart von Stickstoff wurde ein 
Teil mit einem Stiick metallischen Natrium geschmolzen in 
Wasser geldst und filtriert und die Berlinerblaureaktion an- 
gestellt. Hierauf wurde die quantitative Bestimmung der Sub- 
stanz vorgenommen. 


Analyse der Substanz aus Probe I: 


cies iia oneal 


























| Abgewogen | C H | Abgewogen | N 
1. | 00741 71,00 | 1120 | 00910 | 217 
2. | 00942 | 70,84 | 1142 | 0,0781 | 2,05 
3. | 00684 | 71,43 | 11,38 | 0090 | 219 
Analyse der Substanz aus Probe II: 
1. | 00914 70,89 11,54 | 0,0724 | 2,15 
| 
2. | = 0,0728 71,01 11,27 | 0,0142 | 2,10 
Analyse der Substanz aus Probe III: 
1 | 0,0621 70,81 | 14118 | 00814 | 2,09 


‘Cf. Lenz, Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. XLII, S. 696—706. — 
Spica und Paterno, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIV, S. 274, 1881. 
Tarent, C. r, Bd. XCII, S. 1163. 
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Es ist somit aus allen drei Proben dieselbe Substanz er- 
halten worden. 


Die Mittelwerte aus allen Analysendaten sind demnach: 





























| C | H N 

t. | 71,00 11,20 | 217 
2. | 70,84 11,42 2.05 
3, | 71,43 11,38 | 219 
4. | 70,89 11,54 | 2.15 
B. | 71,01 | 11,27 | 2.10 
6. 70.81 | 11.18 | 2.09 
Mittel. . . 70,98 | 11,33 2 30) 


Die Zusammensetzung der Substanz kann daher in Pro- 
zenten folgendermalien ausgedrtickt werden: 


c 70,98 %/0 
H 11,33 °/o 
N 2,30°/o 
O 15,39°/o 

100,00 °/o. 


Und die diesen Zahlen entsprechende empirische Formel 
wire dann: C,,H,.NOg. 

Zur genaueren Charakterisierung der Verbindung als 
Alkaloid wurde eine Reihe von Salzen dargestellt, die sehr 
wertvolle Anhaltspunkte ergaben. Den Darstellungen wurden 
die Arbeiten von Behrens!) und Vadam?) zugrunde gelegt. 

Eine Probe der Substanz wurde in Ather gelést. der Ather 
auf einem Uhrglas verdampft, der Riickstand mit verdiinnter 
Salzsiure aufgenommen und auf die klare Loésung des so er- 
haltenen Salzes ein charakteristisches Reagens einwirken ge- 
lassen. Entstand ein Niederschlag, so wurde eine mikrophoto- 
graphische Aufnahme von ihm gemacht. Es sollen nun die 
charakteristischen Verbindungen angefiihrt werden: 


') Zeitschrift f. Nahrungsm., Bd. X, S. 250—252. Anleitung zur 
mikrochem. Analyse d. wichtigsten org. Verb. 
*) Chem, Zentr., Bd. LXVII, S. 1—133. 
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1. Mayers Reagens (HgJ,) nach Angabe von Tanret!) 
hergestellt, gibt mit ganz wenig Natronlauge einen krystallinischen 
Niederschlag (Fig. 2). 

2. Jodjodkalium (Kippenberger) gibt einen amorphen 
Niederschlag. 

3. Eine L6sung von 13,55 g Sublimat in 11 Wasser gibt 
ebenfalls einen amorphen Niederschlag. 

4. Marmes?) Reagens, Jodcadmium in Jodkalium gibt 
einen krystallinischen Niederschlag, lange Nadeln (Fig. 3). 

5. Eine Lisung der Substanz in Ather, 15 cem, zusammen- 
gebracht mit atherischer Oxalsdurelésung sowie einer gesattigten 
iitherischen Pikrinsdiurelésung, 15 ccm (Tamba),%) gibt einen 
krystallinischen Niederschlag. 

6. Ein Teil Gerbsaiure und ein Teil Alkohol in 8 Teilen 
Wasser gibt sehr charakteristische Krystallnadeln (Fig. 4). 

7. Eine einprozentige Pikrinsdiurelésung nach Chandelon?) 
gibt einen krystallinischen Niederschlag (Fig. 5). 

8. Das Reagens von J. Aloy®) (5°/oige Urannitratlésung) 
gibt Krystalle (Fig. 6). 

9. Platinchlorid gibt einen aus feinen Nadeln bestehenden 
krystallinischen Niederschlag (Fig. 7). 

Mit anderen Reagenzien wurden keine charakteristischen 
Resultate erhalten. 

Die Niederschliige 4, 6, 8, 9 sind in Wasser leicht l6slich. 

Die fiir Alkaloide charakteristischen Farbenreaktionen fielen 
negativ aus. Kolorimetrische Untersuchungen nach van den 
Driessen-Moreeuw ®) gaben keine bemerkenswerten Resultate. 

Auber den erwiihnten Eigenschaften der Verbindung, 
welche sie zu den tierischen Alkaloiden zu zéhlen berechtigt, 
mogen noch die physiologischen Wirkungen besprochen werden. 


') Journ. d. pharm. et d. Ch., Bd. XXVIII, S. 441, 1893. 

*) C. r., Bd. LXIII, S. 843; 1868. 

*) Studien iiber das Verhalten der Ptomaine bei forensisch-chemi- 
schen Arbeiten. Diss. Erlangen 1886. 

4) Chem. Zeit., Bd. XXIV, S. 89, 1900. 

*) Bull. Soe. Ch. (3), Bd. XXIX, S. 610—611, 1903. 

*) Chem. Zentr., Bd. XXXV, 5. 407—421. 
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Es wurde beobachtet,!) daf{ beim Genuf einer sterilisierten 
Milch, die langere Zeit (2—3 Wochen) gestanden hatte, krank- 
hafte Erscheinungen auftreten, die sich durch heftigen Brech- 
reiz, mehrstiindigen starken Durchfall und allgemeinen Schwiiche- 
zustand iiufern. Nach Einstellung des Genusses solch einer 
Milch schwanden diese Krankheitssymptome, die ohne Frage 
auf das Vorhandensein eines giftigen Stoffes in der Milch 
hinweisen. 

Es wurden ferner mit der Substanz Injektionen an Meer- 
schweinchen gemacht.?) Da die Substanz in Wasser unlislich 
ist, wurde eine Emulsion aus Provencer Ol, warmem Wasser 
und dem Alkaloid hergestellt. 

Die Resultate *) waren folgende: Vor Injektion der Sub- 
stanz wurde die Unschadlichkeit der Emulsion fiir sich kon- 
statiert. Die erste injizierte Dosis betrug 0,003—0,005 g. Nach 
1—1!/2Stunden konnte man beobachten, dab die Meerschweinchen 
ihre Munterkeit einbiibten, unbeweglich dasafen und keine 
Nahrung aufnehmen wollten. 8 Stunden darauf wurde die In- 
jektion mit der gleichen Dosis wiederholt, wonach sich der 
Zustand der Meerschweinchen bedeutend verschlechterte; nach 
1—2 Tagen starben sie. Wenn die Dosis von 0,005 auf 0,008 g 
erhoéht wurde, starben die Tiere bereits 2-—3 Stunden nach 
der Injektion. Eine Dosis von 0,0124 bis 0,031 g rief beinahe 
einen sofortigen Tod hervor. Im ganzen wurden 5 Versuche 
gemacht. 

Nach Abschluf dieser Versuche wurde zur Analyse der 
Milch geschritten, die 4 Jahre und 11 Monate aufbewahrt war 
unter Licht- und LuftausschluB. Es waren das 21]. Beim 
Offnen der Kolben entwich kein Gas. Die Milch hatte eine 
dunkelgelbe Farbe und roch nach Kase. Die ganze Fliissigkeit 


war nicht homogen. Eine Schicht — die gewohnliche Milch- 


fettschicht — von 0,25 cm Starke hatte sich auf ihr abge- 


') Saussailow, Uber die Verainderungen der sterilisierten Milch usw. 
Memoiren der Jekat. Med. Ges., 1900 (russ). 

*) Diese Versuche wurden von M. A. Saussailow im bakteriolog. 
Laboratorium der Jekat. Eisenbahn ausgefiihrt. 

$) Arztezeitung (russ.), Nr. 4 u. 5, 1908. 
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schieden. Die Schicht war homogen; unter dem Mikroskop 
erschienen gleichgeformte Fettkiigelchen. 

Am Boden des Kolbens wurde eine Anhaufung getrennter 
kugelformiger Abscheidungen (im ganzen 0,7841 g) wahrge- 
nommen, die in ihrem Durchschnitt krystallinisches Gefiige 
aufzeigten. Die Fettkiigelchen der Milch lieBen unter dem 
Mikroskop verschiedene Grofe erkennen (Fig. 8). 

Die Analyse der Milch: 

Reaktion: amphoter 

Spezifisches Gewicht: 1,0350 

Fett: 6°/o 

Aciditiét: 42 eem auf 0,1 n NaOH 

Milchzucker: 1,46 °/o 

Milchsiiure: 0,01 °/o 

‘Trockenriickstand nach dem Verdampfen bei 100° 9,98°/o 

Casein: 1,61°/o 

Albumin: 3,78 °/o 

Asche: 0,96 °/o 

Kiweibrest: 1,38 °/o 

Ausgefallenes Eiweif: 0,25 °/o 

Spezifisches Gewicht der Milch +- abgestandener Schicht: 
1 ,0337. 

Fiir die Bestimmung des spezifischen Gewichtes der Milch 
-+ Schicht wurde die gesamte Fliissigkeit geschiittelt und er- 
wiirmt, bis eine homogene Emulsion erhalten wurde, und die 
erhaltene Zahl fiir das spezifische Gewicht auf dasjenige von 
Milch bei 15° umgerechnet. Die Elementaranalyse gab folgende 
Zahlen : 

C.: 53,20°%0; H: 6,98°/o; N: 15,02 °/o. 

Die Analyse des Fettes: 

Refraktometrische Beobachtungen: ') 

Brechungsindex: 1,4610 


Beobachtungstemperatur: 4 


43 9, 


') Vierteljahresschrift, 1895, Bd. II, S. 179. Arch. f. Pharm., 1886, 
Bd. CEXXIV, S. 210. ' 
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C : 78,20°o 

H : 10,61°)o 

O : 11,19 
Schmelzpunkt: 32,5° 
Spez. Gewicht: 0,869. 

Hehnersche Zahl (abgewogen 1,78 g) 87,3. 

Reichertsche') Zahl (abgewogen 1,25 g) 27 (0,1 n NaOH). 

K6ttstorfersche?) Zahl (abgewogen 1 g) 226,5. 

Das untersuchte Fett hatte gar keinen Geruch, war durch- 
sichtig und rein. Von der Milch wurde es durch Erwirmen 
auf 50—60° und Zentrifugieren getrennt. Die Hiiblsche*) Zahl 
wurde wegen der weiten Grenzen, innerhalb deren die Jod- 
zahl schwanken kann, nicht bestimmt. 

Fiir die Isolierung des Alkaloids aus dieser Milchprobe 
wurde 11 mit 25 cem 10°/oiger Kalilauge versetzt und mit 
Wasserdampf 2 Stunden lang destilliert. Das Destillat wurde 
in Ather aufgefangen, es zeigte nach Beendigung der Destillation 
neutrale Reaktion und war vollkommen durchsichtig, ohne An- 


zeichen einer Opalescenz. 
Der Atherextrakt hinterlieS in diesem Falle gar keinen 


tiickstand. 

Dieser Versuch bestiitigte endgiiltig meine Annahme, daf 
bei einer solechen Aufbewahrungsart von sterilisierter Milch 
sich die in den anderen Proben gefundene Verbindung nicht 
bilden kénnte. 

Es wurden nun die physiologischen Wirkungen dieser 
Milch studiert. Einem 2 Monate alten Kater wurden 125 ccm 
der Milch vorgesetzt. Das Tier hatte 5 Stunden vorher nichts 
zu fressen bekommen. Von der vorgesetzten Milch lieB es 
nichts iibrig, eine Anderung im Zustande des Tieres trat da- 
raufhin nicht ein. Nach Verlauf von 9 Stunden wurde der 
Kater mit dem gleichen Quantum Milch gefiittert, ohne dab 
darauf eine Anderung zu konstatieren war usw. Die Gesamt- 
dauer des Versuches betrug 27 Stunden. 


1) Milchztg., 1887, S. 609 ff.; 1889. 
*) Zeitschrift f. analy!. Ch., 1879, Bd. XVIII. 
5) Repertorium f. analyt. Ch., 1884, S. 301. 
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Eine Injektion mit je 10 ccm dieser Milch an Meer- 
schweinchen erwies ihre vollige Unschadlichkeit. In physio- 
logischer Hinsicht verhielt sich diese Milch also nicht anders 
als frisch sterilisierte. 

Zum Schlu8 wurden noch bakteriologische!) Belege fiir 
die Unschiadlichkeit dieser Milch erbracht, indem ein wenig 
von ihr in Nihrbouillon?) und auf -gelatine gebracht wurde. 
Weder in Probierrdhrchen noch in Petrischalen*) wurde ein 
Wachstum oder die Bildung von Bakterienkolonien beobachtet. 
Ks wurden dazu 4 Versuche angestellt. 

Im folgenden gebe ich eine Zusammenstellung von den 
chemischen, physikalischen und physiologischen Eigenschaften 
der unter verschiedenen Bedingungen bei Zimmertemperatur 
aufbewahrten sterilisierten Milchproben. 

Wie ersichtlich, wichst das spezifische Gewicht von ], 
I] und III bedeutend und néhert sich dem spezifischen Gewicht 
entrahmter Milch. Diese Erscheinung hatte auch Hoffmann‘) 
beobachtet, welcher sie durch die Fahigkeit der Milch, ihr 
Volumen zu verringern, erklirt, was seiner Ansicht nach mit 
dem Entweichen der in der Milch gelésten Gase oder mit dem 
Ansteigen der Aciditat in Zusammenhang steht. Rechagel®) 
nimmt an, dafi diese Erscheinung von dem nach einiger Zeit 
bei bestimmter Temperatur sich einstellenden Aufquellen des 
Caseins abhangig ist. Schréder®) erklart die Vergr6ferung 
des spezifischen Gewichtes durch eine Dichtezunahme des 
Milchfettes. 

Ohne Zweifel spielt der Einflu®{ von Licht und Luft hier 
eine grofe Rolle und zwar die gréfte, wenn beide Faktoren 
zugleich wirken, an erster Stelle aber die Luft. Entzieht man 
diese Einfliisse der Milch, so andert sich, wie man aus Probe IV 
ersehen kann, das_ spezifische Gewicht der Milch in fast 
5 Jahren nicht. 


') Giinther, Lehrbuch der Bakteriologie. 

*) R. Koch, Mitt. aus d. k. Ges.-Amte, Bd. I, 1881, S. 24. 

5) Zentralbl. f. Bakt., Bd. I, 1887, Nr. 9. 

‘) Die gerichtliche Untersuchung der Kuhmilch usw., 1889, 2. 
®) Milchztg., Bd. XH, S. 414. 

*) Pharm. Zentr., 1884, Bd. XXV, S. 316. 
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Die Reaktion der Milch ist in allen Fallen unverindert 
geblieben. Besondere Aufmerksamkeit mu auf die Quantitiit 
des Fettes in den einzelnen Proben gerichtet werden. In den 
3 ersten Proben ist die Quantitét anniahernd gleich, d. h. es 
fand eine Verminderung um 86°/o, 84°/o und 86°/o statt. Alle 
3 Proben der Milch hatten einen unangenehm scharfen Fett- 
geruch, sowie giltige Kigenschaften angenommen. Das abge- 
schiedene Fett roch charakteristisch. Diese Erscheinung deckt 
sich mit der sogenannten «Verfettung» der Butter, die recht 
lange Zeit bekannt ist. Dammer und Kiister!) behaupten, 
die Butter veriindere sich in dieser Weise, wenn Sonnenlicht 
und atmosphirische Luft eine Zeitlang auf sie einwirken. butter, 
die Wasser und andere Bestandteile der Molken enthialt, ver- 
dirbt noch rascher. Alles dieses liBt sich nach Ratzer auch 
auf sterilisierte Butter beziehen. Eine langsame Verfettung 
stark gesalzener Butter kann bei laingerem Aufbewahren in 
Kellern beobachtet werden. 

Dabei verindert sich die Farbe der Butter von gelb nach 
wei. Aus Versuchen Fleimanns geht hervor, dab «verfettete» 
Butter gleichviel unldsliche Fettsauren enthiilt wie normale, 
und zwar 87,9—87,8 °/o. 

Analoge Beobachtungen wurden an Milch gemacht.?) Die 
abgestandene Schicht auf  sterilisierter Milch verfettet schnell 
bei Einwirkung von Luft und Licht und nimmt einen beson- 
deren Geruch, sowie giftige Eigenschaften an.*) 

Genauere Erklirungen fiir die Erscheinung der «Ver- 
fettung» von Milch und Butter liegen nicht vor. Professor 
Werigo‘*) weist darauf hin, daB die bedeutende Menge von 
Eiweifstoffen das rasche Schlechtwerden des Milchfettes be- 
giinstigt, und nimmt als Ursache hierfiir die fettbildende Titig- 
keit von Mikroorganismen an. Der gleichen Ansicht sind 
Virchow, Gottstein und Kriiger. Duclaux, Ritzer und 
Kiister®) erkliiren die Erscheinung der Verfettung durch Oxy- 


') Ed. Kiister, Agrikulturchemie, 1890, S. 1376. 

*) Memoiren der Jekat. Med. Ges. (russ.), 1900. 

5) Beobachtungen des Jekat. stiidt. chem. Lab. von 1897—1899. 
*) Gutachten der Odessaer Stadtstation, 1894 (russ.). 

*) Chemische Zeit., 1890, Bd. XIV, S. 406. 
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Hoppe-Sevler’s Zeitschrift tir physiologische Chemie, sand LXXII, Tafel 2. 
Zu «N. D. Awerkiijew, tber ein tierisches Alkaloids. 








Uber ein tierisches Alkaloid. 361 


dationsprozesse. In den vorliegenden Analysen sehen wir eine 
gewaltige Verringerung des Milchfettes in den Fiillen I, II und 
lll und an Stelle dessen das Auftreten einer neuen chemischen 
Verbindung, die auf Grund ihrer physikalischen, chemischen 
und physiologischen Eigenschaften von mir tierisches Alkaloid 
oder Ptomain benannt worden ist. 

Im Hinblick auf die véllige Sterilitit der Milch konnte 
man von vornherein eine Wirkung von Mikroorganismen aus- 
schlieBen und die Erscheinung des Verfettens des Milchfettes, 
sowie das Auftreten eines giftigen Stoffes auf rein chemische 
Vorgiinge zuriickfiihren, bei denen eine unzweifelhaft fermen- 
tative Rolle die organischen Sduren spielen, die zusammen mit 
dem Ptomain aus dem Zerfall der Eiweifkérper hervorgehen. 
Die Bildung eines solchen Giftstoffes ist von Vangham!) bei 
Vergiftung von Personen bestitigt worden. Newton und 
Wallace?) untersuchten eine Milch, die einen giftigen Stoff 
enthielt, und isolierten eine krystallinische Verbindung,*) die 
einige Alkaloideigenschaften aufwies, aber den Stoff in reinem 
Zustande darzustellen und seine Entstehungsweise zu erkliiren, 
gelang ihnen nicht. (Ich bemerke, dafi sich das Gesagte auf 
nichtsterilisierte Milch bezieht.) 

Die grofite Menge von tierischem Alkaloid wurde aus 
Probe I erhalten, darauf in IJ und IIJ, was nach dem Ange- 
fiihrten verstiindlich ist, da die gréfte Bedeutung fiir die Ent- 
stehung des Ptomains dem gleichzeitigen Luft- und Lichtzutritt 
zuzuschreiben ist, dann erst der Einwirkung der Luft allein 
und endlich des Lichtes allein. Dies wird dadurch noch be- 
stitigt, daB in Probe IV, die 5 Jahre lang ohne Licht- und 
Luftzutritt gestanden hatte, die Menge Fett sich blob um 7,7°/o 
vermindert hatte. Die Analyse des Fettes in dieser Probe 
spricht ebenfalls zugunsten meiner Ansicht. Aus dem Nicht- 
vorhandensein des giftigen Stoffes in dieser Milchprobe schliebe 
ich, daB fiir die Entstehung dieses Stoffes in erster Linie das 
Milchfett verantwortlich zu machen ist. Die Gesamtmenge der 


') Analyst., Bd. XI, S. 213, 230. 
2) Mediz. Zentralbl., Bd. XXV, S. 185. 
*) Mediz. Zentralbl., 1887, S. 413. 
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dationsprozesse. In den vorliegenden Analysen sehen wir eine 
gewaltige Verringerung des Milchfettes in den Fiillen I, II und 
lll und an Stelle dessen das Auftreten einer neuen chemischen 
Verbindung, die auf Grund ihrer physikalischen, chemischen 
und physiologischen Eigenschaften von mir tierisches Alkaloid 
oder Ptomain benannt worden ist. 

Im Hinblick auf die v6éllige Sterilitit der Milch konnte 
man von vornherein eine Wirkung von Mikroorganismen aus- 
schlieBen und die Erscheinung des Verfettens des Milchfettes, 
sowie das Auftreten eines giftigen Stoffes auf rein chemische 
Vorgiinge zuriickfiihren, bei denen eine unzweifelhaft fermen- 
tative Rolle die organischen Sauren spielen, die zusammen mit 
dem Ptomain aus dem Zerfall der EiweiBbkérper hervorgehen. 
Die Bildung eines solchen Giftstoffes ist von Vangham!) bei 
Vergiftung von Personen bestiitigt worden. Newton und 
Wallace?) untersuchten eine Milch, die einen giftigen Stoff 
enthielt, und isolierten eine krystallinische Verbindung,*) die 
einige Alkaloideigenschaften aufwies, aber den Stoff in reinem 
Zustande darzustellen und seine Entstehungsweise zu erkliiren, 
gelang ihnen nicht. (Ich bemerke, dai sich das Gesagte auf 
nichtsterilisierte Milch bezieht.) 

Die groébte Menge von tierischem Alkaloid wurde aus 
Probe I erhalten, darauf in IJ und II], was nach dem Ange- 
fiihrten verstindlich ist, da die gréfte Bedeutung fiir die Ent- 
stehung des Ptomains dem gleichzeitigen Luft- und Lichtzutritt 
zuzuschreiben ist, dann erst der Einwirkung der Luft allein 
und endlich des Lichtes allein. Dies wird dadurch noch be- 
stiitigt, daB in Probe IV, die 5 Jahre lang ohne Licht- und 
Luftzutritt gestanden hatte, die Menge Fett sich bloB um 7,7°/o 
vermindert hatte. Die Analyse des Fettes in dieser Probe 
spricht ebenfalls zugunsten meiner Ansicht. Aus dem Nicht- 
vorhandensein des giftigen Stoffes in dieser Milchprobe schliebe 
ich, daB fiir die Entstehung dieses Stoffes in erster Linie das 
Milchfett verantwortlich zu machen ist. Die Gesamtmenge der 





') Analyst., Bd. XI, 5. 213, 230. 
2) Mediz. Zentralbl.. Bd. XXYV, S. 185. 
3) Mediz. Zentralbl., 1887, S. 413. 
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Eiweifistoffe war beinahe dieselbe geblieben im Vergleich zur 
urspriinglich vorhandenen. 

Die Verminderung der Eiweifimenge in Probe IV findet 
ihre Erklarung darin, daB sich ein Teil in Form von Kiigelchen 
abgeschieden hatte (s. 0.), zu deren Entstehung der teilweise 
verschwundene Milchzucker beigetragen haben koénnte. 

Die Aciditiit der Milch weicht von der normalen Aciditit 
nach Soxhlet und Henke, sowie Pfeifer und Gisburg!) 
besonders stark in I und I] ab, zu denen die Luft Zutritt hatte, 
in den tibrigen Proben war sie beinahe normal. 

Die Milchsiuremenge?) verhalt sich analog, denn in III 
und IV ist fast keine Milchsiure zu finden. 

Bei Einwirkung der beiden Faktoren, Luft und Licht, sei 
es gleichzeitig oder getrennt fiir sich, bildet sich in Abhangig- 
keit von der Lange der Aufbewahrungszeit*) aus sterilisierter 
Milch durch Zerfall von Milchfett ein tierisches Alkaloid (Pto- 
main) C,,H,,NO,, welches der Autor «Fetterin» nennt. 

Unter AusschluB von Luft und Licht bildet sich dieses 
Ptomain nicht, denn eine Milch, die unter dieser Bedingung 
5 Jahre lang aufbewahrt war, iinderte sich nicht in ihrer 
chemischen Zusammensetzung und war ganz unschiidlich. 

Nach Analogieschlu{B kann das Angefiihrte auf sterile 
oder nicht sterile Butter bezogen werden. 

Der Verfasser wiire zufrieden, wenn durch seine Arbeit 
weitere Fragen in dieser Richtung angeregt wiirden. 


‘) Journal fiir Volksgesundheit (russ.), 1897, Nov. 

*) Henkel, Miinch. med. Wochenschr., 1888, 8S. 19. 

9) Eine Milch, die sogar blof, 2—3 Wochen gestanden hatte, hatte 
giflige Eigenschaften angenommen. Memoiren d. Jekat. Med. Ges., 1900. 











Beitrage zur EiweiBibestimmung und zur Pepsinverdauung des 
Eiweifies. 
Von 


F. Westhausser. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium der landwirtsch, Versuchsstation Hohenheim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1911.) 


Gelegentlich einer Untersuchung von Schafkot fiir Aus- 
niitzungsversuche waren bei der Bestimmung des Eiweilstick- 
stoffes Unterschiede aufgetreten, je nachdem man den Eiweil- 
stickstoff nach Stutzer-Barnstein durch Fallung mit Kupfer- 
sulfat und Natronlauge bestimmte oder in der Weise ermittelte, 
daf man in einem wiasserigen Auszuge nach Fiillung mit 
Tanninlésung den Amidstickstoff feststellte, worauf sich durch 
Abzug vom Gesamtstickstoffgehalte gleichfalls der Eiweibstick- 
stoff ergeben sollte. Auf diese Unterschiede sei zunichst hin- 
gewilesen. 

Vier Schafkote a, b, c, d zeigten bei der Bestimmung des 
Gesamtstickstoffes nach Kjeldahl folgenden Gehalt: 

a) 0,33 b) 0,48 c) 0,41 d) 0,47°/0 Stickstoff. 

Wurde in diesen Koten die Bestimmung des Eiweifstick- 
stoffes nach Stutzer-Barnstein mit Kupfersulfat und Natron- 
lauge vorgenommen, so erhielt man beziehungsweise folgende 
Zahlen : 

a) 0,33 b) 0,45 c) 0,41 d) 0,43°/o Eiweibstickstoff. 

Verfuhr man hingegen in der Weise, dafi man die Kote 
aus schwefelsaurer LOsung durch 10°/oige Tanninlisung fillte 
und in einem aliquoten Anteil der abfiltrierten Loésung den 
(Amid-) Stickstoff unter Eindampfen nach Kjeldah]! bestimmte, 
so ergab sich ein Gehalt von 

a) 0,09 b) 0,09 c) 0,11 d) 0,10°/o Amidstickstoff. 


24* 








564 F. Westhausser, 


bringt man diesen von dem nach Kjeldahl erhaltenen 
Gesamtstickstoff in Abzug, so erhiilt man den EiweifSgehalt 
nach der Tanninmethode, demnach: 
a) 0,33 —0,09 = 0,24°/o Eiweibstickstoff 
b) 0,48—0,09 = 0,39 °/o : 
c) 0,41—0,11 = 0,30 °%/o 
d) 0,47—0,10 = 0,37°/o 


In diesem Falle ist der Gehalt an Eiweibstickstoff im 
Kot ein geringerer, er liegt im Durchschnitt 0,1°/o niedriger 
als nach der Stutzer-Barnsteinschen Methode. Sind diese 
Differenzen absolut genommen auch gering, so betragen sie 
doch !\s—!'5 des Gesamtwertes und ihre Regelmabigkeit zeigt, 
daf} sie sehr wohl durch eine bestimmte Ursache bedingt sein 
konnen. Die folgenden Untersuchungen sind unternommen 
worden, um nach dem Grund dieser Abweichungen zu suchen. 

Die Versuche bestehen zuniichst in einer Nachpriifung der 
Trennung von Eiweibstickstoff und Amidstickstoff durch Aus- 
fiillung des Eiweifes nach Stutzer-Barnstein und durch 
Tannin. Des weiteren wurde die Ausfiillung des Eiweifes nach 
beiden Methoden bei Gegenwart gewisser Fremdstoffe unter- 
sucht. Daran schliebt sich die vergleichsweise Anwendung der 
beiden Methoden auf die Pepsinverdauung des Eiweifes unter 
Hinzuziehung einer dritten Methode als Vergleichsmethode, der 
Ausfillung mit phosphorwolframsaurem Natrium. 


A. Trennung von Eiweif- und Amidstickstoff. 


Zu diesem Zwecke wurde eine Lésung hergestellt, welche 
gleiche Teile Albumin und Asparagin enthielt und zwar kamen 
auf 1000 eem-Lésung je 5 g Substanz. Zur Analyse wurden 
100 eem davon verwendet; dieselbe ergab: 

a) an Gesamtstickstoff nach der Kjeldah|lmethode: 

1. Bestimmung 0,1521 g N 
2. » 0,1515 » N, 
b) an Eiweifstickstoff nach Stutzer-Barnstein: 
1. Bestimmung 0,0601 g 
2. » 0.0598 » 
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c) an Eiweifstickstoff in dem durch Tanninlésung_ er- 
haltenen Niederschlage : 
1. Bestimmung 0,0589 g 
2. » 0,0589 » 
d) an Amidstickstoff im Filtrate der Tanninfallung (unter 
Kindampfen nach Kjeldahl bestimmt): 
1. Bestimmung 0,0941 g 
2. 2 0,0964 » 
Summe ¢ -+ d: 1. 0,1530 g 
2. 0,1553 » 
Ein Vergleich von b) und c) zeigt, dal} beide Methoden 
beztiglich der Trennung von Eiweif-und Amidstickstoff, in Form 
von Asparagin, gleichwertig gearbeitet haben. 


b. Abscheidung des Eiweibes bei Gegenwart von 
Fremdstoffen. 


Um den Einflufi weiterer Faktoren auf die Brauchbarkeit 
dieser Bestimmungen zu priifen, wurden zuniichst einige Ge- 
mische hergestellt, welche neben den beiden Stickstoffverbin- 
dungen noch Kohlenhydrate enthielten. Ein Gemenge von Stirke 
10 g, Zucker 22 g, Albumin 5 g, Asparagin 5 g zu 1000 ccm 
Wasser gelést, konnte wegen gelatindser Beschaffenheit der 
LOsung keine Verarbeitung finden, da sich nach der Fillung zu 
robe Schwierigkeiten bei dem Abfiltrieren des Niederschlages 
ergaben. Dagegen gelang diese in gentigender Weise, als man 
an Stelle der Starke Dextrin setzte, sodafi die Lésung folgende 
Zusammensetzung erhielt: 

Dextrin 25g 
Zucker 22 » | zu 1000 ccm Wasser 
Asparagin 5 » gelost. 

Albumin D » 





Fiir jede Analyse wurden 100 ccm dieser Lésung ver- 
wendet. 


Es wurden erhalten nach Kjeldahl: 
|. 0,1493 g Gesamtstickstoff in 100 cem 
I]. 0.1491 2 
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nach Stutzer-Barnstein: 
I, 0,0600 g Eiweibstickstoff in 100 ccm 
II. 0,0603 » , + 2 
nach der Tanninmethode: 
0,0601 g Eiweifstickstoff in 100 ccm. 

Also auch hier ergab sich kein Unterschied in dem Unter- 
suchungsergebnis nach beiden Methoden. 

Bei der Herstellung dieser Lésung hatte man sich von 
dem Gesichtspunkte leiten lassen, dieselbe der Zusammensetzung 
nach mdoglichst iihnlich einem wiisserigen Pflanzenauszuge zu 
gestalten, welcher an der Versuchsstation fiir Ftitterungszwecke 
zur Verwendung kam. Derselbe diente dazu, vergleichsweise 
die Verwertung des Eiweif- und Amidstickstoffs durch das 
Tier festzustellen. Eine genaue Abscheidung des Eiweifes war 
daher besonders wiinschenswert. 

Dieser Pflanzenauszug war in der Weise bereitet worden, 
dafi man das zerkleinerte Material — im vorliegenden Falle 
Riibenschnitzel — mit Wasser bei 100° extrahierte. Nachdem 
dies mehrmals geschehen war, wurden die erhaltenen LoOsungen 
bis zu Sirupkonsistenz eingeengt und in dieser Beschaffenheit 
der iibrigen Futtergabe beigemengt. Da derartig beschaffene 
Fliissigkeiten wohl auch anderwirts zur Untersuchung gelangen, 
erschien eine Heranziehung dieses Materials zu den vorliegenden 
Priiffungen zweckmébig zu sein. Der verwendete Sirup ent- 
hielt 0,342°/o Gesamtstickstoff. Derselbe wurde nach beiden 
Methoden untersucht, und zwar wurde der jeweiligen Analysen- 
menge noch eine bestimmte Menge Eiweifstickstoff zugefigt 
in der Weise, dafi in 100 eem Albuminlésung, welcher 0,1235 g 
Stickstoff entsprach, die betreffende Sirupmenge aufgelost wurde. 
Da die vorhandene Menge an Amidstickstoff in diesem Falle 
eine iuberst geringe war, wurde sie nicht getrennt in Berech- 
nung gezogen, sondern man begniigte sich, die Summe der im 
Filtrat und im Niederschlag gefundenen Menge mit derjenigen 
zu vergleichen, welche sich aus der angewendeten Extrakt- 
und Albuminmenge der Berechnung nach ergab. 

Die Untersuchungsergebnisse sind die folgenden: 
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Nach Stutzer-Barnstein: 
1. 2,273 g Extrakt +- 100 ccm AlbuminlOsung 


durch Analyse gefunden: berechnet: 
0,0060 g N im Filtrat im Extrakt 0,0078 g N 
0,1251 » N » Niederschlag » Albumin 0,1233 » N 
0.1311 g N O1311 ¢ N 
2. 2,562 g Extrakt + 100 ccm Albuminlésung 
gefunden: berechnet : 
0,0060 g N im Filtrat im Extrakt 0.0088 ¢ N 
0,1254 » N » Niederschlag » Albumin 0.1233 » N 
00,1314 g N 0.1521 ¢ N 
Il. Durch Tanninfiaillung wurde erhalten: 
3. 2,014 g Extrakt -+- 100 ccm Albuminlosung 
gefunden: berechnet: 
0,0060 g im Filtrat im Extrakt 0,0063 g 
0,1246 » » Niederschlag +» Albumin 0,1233 » 
0,1306 g 0,1296 ¢ 
+. 3,339 g Extrakt -+ 100 ccm Albuminlésung 
gefunden: berechnet: 
0,0083 g im Filtrat im Extrakt 0.0097 g 
Q,1271 » » Niederschlag » Albumin 0,1233 » 
0,1354 g 0.1330 ¢ 


Es stimmen also die an Gesamtstickstoff gefundenen 
Mengen mit den berechneten gut iiberein, dasselbe ist in ge- 
nugender Weise der Fall bei den in den vier Einzelversuchen 
zur Abscheidung gelangten Mengen an EiweiBstickstoff. 

Die bisherigen Versuche zeigen, dafi die Trennung von 
EiweiB- und Amid- (Asparagin-) Stickstoff nach beiden Me- 
thoden in gleicher Weise erfolgte, ebenso erfolgte die gleiche 
Abscheidung von Eiweifstickstoff auch bei Gegenwart von 
Fremdkorpern, insbesondere von Kohlenhydraten. 

Die nachfolgenden Versuche beabsichtigen nachzusehen, 
ob anderwirts Bedingungen eintreten kénnen, unter welchen 
diese beiden analytischen Methoden zu einem verschiedenen 
Ergebnis fiihren. Nach einigen Vorversuchen wurden solche 
bei dem Abbau des EiweiBstickstoffs durch das Pepsinferment 





568 F. Westhausser. 


gefunden. Die Unterschiede traten besonders deutlich hervor, 
wenn der Salzsduregehalt der Reaktionsfliissigkeit ein geringer 
war, sodaf} 0,25 g HCl auf 400 ecm Lésung kamen. 


C. Abscheidung von Eiweibstickstoff, welcher der Ein- 

wirkung des Pepsinfermentes ausgesetzt war. 

Diese Versuche sind in der Weise durchgefiihrt, da} in 
einem 500 cem fassenden, mit Marke versehenen, tarierten 
Kolben 1 g Pepsin in Wasser unter Zufiigen von 25 ccm einer 
1°/oigen Salzsiiureldsung aufgelést wurde. Darauf wurden 
100 cem einer 1°/oigen Albuminl6sung und soviel destilliertes 
Wasser zugefiigt, dafi die Fliissigkeitsmenge 400 g wog. Diese 
Losung blieb wiihrend 90 Minuten der Einwirkung bei 37° in 
einem gut regulierten Wasserbade unter wiederholtem Um- 
schiitteln tiberlassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die 
Kolben herausgenommen, durch Erhitzen auf 100° das Pepsin- 
ferment abgetOtet; nach dem Abktihlen wurde die Loésung mit 
Natronlauge neutralisiert und zur Marke aufgefiillt. Zur Analyse 
kamen hiervon 200 cem, welche vergleichsweise nach Stutzer- 
Barnstein einerseits und anderseits durch 10°/oige Tannin- 
losung aus schwefelsaurer Lésung gefiillt wurden. Um einen 
weiteren Vergleich ziehen zu kénnen, wurde die Ausfiillung 
auch noch mit phosphorwolframsaurem Natrium vorgenommen, 
nach der in Kénigs «Handbuch der Untersuchung landwirt- 
schaftlich und gewerblich wichtiger Stoffe» (1906, S. 213) 
enthaltenen Angabe; hierbei kamen jedoch nur 100 ccm der 
Reaktionslésung zur Anwendung. Es wurden stets zwei Parallel- 
versuche angesetzt; bei den Resultaten ist das Verhiltnis der 
ausgefiillten Substanz zur Menge des angewandten Eiweili- 
stickstoffs angegeben. 

Die Ergebnisse sind die folgenden: 


I. Vergleich der Methode nach Stutzer-Barnstein mit der 
Tanninfallung. 


a) Methode nach Stutzer-Barnstein: 


100 cem Albuminlésung, welche fiir jeden einzelnen Ver- 
such verwendet wurden, enthielten nach Stutzer-Barnstein: 
0,2004 g N = 1,252 g Eiweib. 
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Da diese nach Beendigung der Reaktion auf 500 ecm 
verdiinnt wurden, so sind in 200 ccm Loésung, wie sie zur 
Analyse zur Verwendung kamen, ?/s hiervon enthalten, demnach 

0,08014 g N = 0,5008 g Eiweil. 

Hiervon wurden nach einer Einwirkung von 90 Minuten 

durch Féallung im Niederschlage gefunden: 


I. Versuch: II. Versuch: 
0,02886 g N 0,02830 g N 
dies betriigt 56,0°/o 39,9°/0 
an fiillbarem, d. i. Eiweib-Stickstolf. 
Demnach 6 4,0°/o 64,7 °/0 


an nicht fiillbarem Stickstoff, d.i. an Abbauprodukten. 
Das Filtrat des Kupferniederschlages wurde mit ‘Tannin 
gefallt und ergab als Fillung noch: 


I. II. 
0,02610 g N 0,02237 g N 
= 32,6% 0 == 27.90% 


des anfangs vorhanden gewesenen Stickstoffs. 
Die Summe dieser beiden Fiillungen ergibt: 


I. Il. 
68,6 63,29) an fiillbarem Stickstolf. 


b) Fallung durch Tanninlésung: 
In 100 ccm der verwendeten Albuminlésung wurden nach 
dieser Methode gefunden: 
0,2030 g N = 1,269 g Eiweib, 
also in 200 ecm der Analysierungsfliissigkeit : 
0,0812 g N = 0,5076 g Eiweil. 
Hiervon wurden nach einer Einwirkung von 90 Minuten 
durch Tanninfillung im Niederschlage erhalten: 


iF Il. 
0,04963 g N 0,05129 g N 
d.h. 61,1°/o 63,2°/o an fiillbarem Stickstoff 
389° 36,8°/o » nichtfiallbarem Stickstoff. 
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II. Vergleich der Methode nach Stutzer-Barnstein mit der 
Fallung durch phosphorwolframsaures Natrium. 


a) Methode nach Stutzer-Barnstein: 
In 100 com der verwendeten AlbuminlOsung wurden 
gefunden: 
0,2012 g N = 1,257 g Eiweil. 
Demnach in 200 cem der Losung, welche zur Analyse kam: 
0,08046 g N = 0,5028 g EiweiB. 


Davon wurden nach 90 Minuten dauernder Einwirkung 
durch Fiillung im Niederschlage gefunden: 


I. II. 
002711 g N  0,02739 g N 
aos TERE ie = 34,0°/o an Eiweibstickstoff 
= 66,3/o = 66,0°/o » nichtfillbarem Stickstoff. 


Die Ausfiillung des Filtrates mit phosphorwolframsaurem 
Natrium ergab im Niederschlage: 
0,04932 ¢ N 0,04652 g N 
== G15 ie = 57,8 °/o 
des anfangs vorhanden gewesenen Stickstoffs. 
Die Summe dieser beiden Fillungen ergibt: 
I. IT. 
95.0 91,8°/o an fillbarem Stickstoff. 


b) Ausfillung mit phosphorwolframsaurem Natrium: 


In 100 cem der verwendeten Albuminlésung wurden nach 
dieser Methode gefunden: 
0,2013 g N = 1,310 g Eiweib. 
Demnach sind in 200 cem der Lésung, welche zur Analyse 
kam, enthalten: 
0.08052 g N = 0,5240 g Eiweib. 
Nach einer Einwirkung von 90 Minuten wurde durch 
Fillung mit phosphorwolframsaurem Natrium erhalten; 


[. Il. 
0.07660 g N 0,07716 g N 
= 91,70 — 92,3°/o an fallbarem Stickstoff 


8,39/o = 7.7.0 » nichtfallbarem Stickstoff. 
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III. Vergleich der Fallungen mit phosphorwolframsaurem Natrium und 
mit Tannin. 


a) Fallung mit phosphorwolframsaurem Natrium: 


In 100 ccm der verwendeten AlbuminlOsung wurden nach 
dieser Methode gefunden: 
0,2069 g N = 1,297 g Eiweib, 
demnach sind in 200 ccm der zur Analyse kommenden Losung 
vorhanden: 
0,08274 ¢ N = 0,5188 g Eiweil. 
Nach einer Einwirkung von 90 Minuten wurden im Nieder- 
schlage gefunden: 


I. II. 
0.07714 g N 0,07604 g N 
== 93,2°/ = 91,9°%o an fillbarem Stickstoff 
= 6,8°/o = 8,1°%o » nichtfillbarem Stickstoff. 


(Kine Faéllung des Filtrates durch Tannin ergab keinen 
Niederschlag. ) 
b) Fallung mit Tanninlésung: 
In 100 ecem der verwendeten Albuminlésung wurden ge- 
funden: 
0,2040 g N = 1,275 g Eiweib. 
In 200 cem der zur Analyse kommenden LOsung sind 
demnach enthalten: 
0,0816 g N = 0,5100 g Eiweib. 
Nach einer Einwirkung von 90 Minuten wurden im Nieder- 
schlage gefunden : 
I. II. 
— 0,05086 g N 
= 62,3°/o an fiillbarem Stickstolf 
= 37,7°/o » nichtfiillbarem Stickstoff. 
Eine Fiillung des Filtrates mit phosphorwolframsaurem 
Natrium ergab: 


I. II. 
0,01984 g N 0.02236 ¢ N 
= 16,19%o = 18,25°/o 


der anfangs vorhandenen Stickstoffmenge. 
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Die Summe dieser beiden Fillungen ergibt: 

80,6°/o an fiillbarem Stickstoff. 

Das fiir die mit Pepsin angestellten Versuche verwendete 
Kiweifs hatte einen Stickstoffgehalt von 12,12°/o, das Pepsin, 
von Merck-Darmstadt bezogen, einen solchen von 0,54%/o 
Stickstoff = 3,38°/o Eiweib, beide nach Kjeldahl bestimmt. 
In dem verwendeten Tannin waren nur sehr geringe Spuren 
an Stickstoff nachzuweisen. Erwihnt mége noch werden, daf 
die Albuminlésungen fiir jede Untersuchung frisch bereitet 
wurden. Nach etwa 3stiindigem Stehen kamen sie durch ein 
groberes Filter filtriert zur Anwendung. 

Die Versuche auf S. 368—372 zeigen, dai unter Ein- 
wirkung des Pepsins auf Eiweifi an fallbarem Stickstoff 
erhalten wurde: 

Nach Stutzer-Barnstein: 36,0, 35,3, 33,7, 34,0%/o. 

Mittel 34,8°/o. 
Durch Tanninfiillung: 61,1, 63,2, 62,3°/o. 
Mittel 62,2 °/o. 

Durch Fallung mit phosphorwolframsauren Natrium: 
91,7, 92,3, 93,2, 91,9°/o. 

Mittel 92.3 °/o. 

Demnach an nicht fillbarem Stickstoff beziehungs- 
weise: 65,2, 37,8, 7,7/o. 

Da, soviel bekannt ist, nach Stutzer-Barnstein reiner 
Kiweifistickstoff gefallt wird, anderseits durch phosphorwolfram- 
saures Natrium auch Albumosen, Peptone und _ organische 
Basen ausgefillt werden, so erhalten wir in der Niederschlags- 
menge des Tannin, dessen Wert in der Mitte liegt, Abbau- 
produkte des Eiweifies, welche zwischen Reineiweifi und den 
durch phosphorwolframsaures Natrium ausfallbaren Produkten 
liegen. Wir haben also in der Anwendung der Tanninmethode 
einen Weg, den Abbau des Eiweifies noch weiter zu verfolgen. 

Wollte man dies Ergebnis auf die eingangs erwihnten 
Kotanalysen tibertragen, indem man annimmt, daf sich bei 
der Verdauung im Korper ihnliche Spaltungsprodukte gebildet 
haben, so ist dies nicht ohne weiteres statthaft, da die Zeit 
der Verdauung im Tierkérper natiirlich eine weitaus lingere 
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ist, also ein viel vollstiindigerer Abbau angenommen werden 
kann. Es miissen demnach in diesem Falle noch andere Faktoren 
in Betracht kommen. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daf die 
Methode nach Stutzer-Barnstein und die Fallung mit Tannin- 
ldsung im allgemeinen zu dem gleichen Ergebnis fihren bei 
der Abscheidung des Eiweifes und bei Trennung von Eiweil- 
und Amid- (Asparagin-) Stickstoff, daB man aber verschiedene 
tesultate erhilt, wenn man sie auf die durch Pepsin hervor- 
gerufenen Spaltungsprodukte des Eiweifes anwenden will. 
Hierbei ist Bedingung, daB der Gehalt an Salzsiiure die auf 
S. 368 angegebene Konzentration nicht iibersteigt. — Ahnliche 
Unterschiede ergaben sich, wie eingangs der Arbeit erwiihnt, 
unter Umstiinden auch bei Kotanalysen. 








Hydrolyse des Jodeigonnatriums. 
Von 


Adolf Oswald. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des eidgendssischen Polytechnikums 
in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1911.) 


Nachdem ich aus zwei Jodeiweifpriparaten des Handels, 
dem Jodalbacid und dem Jodglidin, 3,5-Dijodtyrosin habe iso- 
lieren kinnen,') war es fiir den weiteren Ausbau der Eiweifichemie 
von Interesse, festzustellen, ob auch noch andere Jodeiweif- 
priparate die erwahnte Jodaminosiure bei der tiefen Hydrolyse 
abspalteten. Ich wéhlte zu den ferneren Versuchen das Jodeigon- 
natrium, ein von der Chemischen Fabrik Helfenberg inSachsen 
aus Eiereiweil} hergestelltes Jodeiweibpriparat, das den Angaben 
der Firma zufolge ca. 15°/o Jod enthilt. Ich bin der Firma 
zu Dank verpflichtet fiir die Uberlassung der notwendigen 
Menge des Priiparates, welchen Dank ich auch an dieser Stelle 
abstatten mochte. 

Die Wahl des Jodeigonnatriums hatte ein besonderes 
Interesse, weil seinerzeit Mosse und Neuberg?) bei der Ver- 
fiitterung dieses Priiparates an Kaninchen und Hunde aus dem 
Blut und dem Harn der Tiere o-Jodbenzoeséure bezw. o-Jod- 
hippursiiure haben darstellen kénnen. Es mute somit im Jod- 
eigonnatrium eine Atomgruppierung vorkommen, welche im 
Organismus in die o-Jodbenzoesiure iiberging. Diese selbst 
scheint darin nicht priformiert zu sein, da die erwahnten Au- 
toren sie bei der totalen Hydrolyse des Praéparates nicht haben 
auffinden kénnen. Die Eigenschaft, im tierischen Organismus 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXX, 8. 310 (1911), u. Bd. LXXI, S. 200 (1911). 
*) M. Mosse und Neuberg, Uber den physiologischen Abbau von 
Jodalbumin. Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 419 (1903). 
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die Bildung von Jodbenzoeséure zu veranlassen, scheint nicht 
jedem Jodeiweifikorper zuzukommen, da neuerdings Neuberg!) 
Versuche mitteilt, nach denen es ihm nicht gelungen sei, nach 
Verfiitterung von Jodglidin den erwiihnten Jodkérper aus dem 
Harn seiner Versuchstiere darzustellen. Das Jodeigonnatrium 
verhalt sich somit zum mindesten nicht wie das Jodglidin. 

Die Menge der in o-Jodbenzoesiiure tibergehenden jod- 
haltigen Atomgruppe scheint nicht sehr betriichtlich zu sein, 
vorausgesetzt nimlich, dab bei der Tierpassage nichts davon 
weiter abgebaut wird, da aus zusammen 310 g verfiitterten 
Jodeigonnatriums mit rund 46 g Jod nur 2,8 g Jodhippursiiure 
mit 0,9 g Jod hervorgingen. Also bloB 1,9°/o des verfiitterten 
Jods erschienen als Jodbenzve- bezw. Jodhippursiiure. 2) 

Zu meinen eigenen Versuchen verwendete ich 100 g Jod- 
eigonnatrium, welches in Pulverform zusammen mit 272 g Baryt 
in 800 g Wasser eingeriihrt wurde. Das Gemenge wurde in 
einem Rundkolben zunéchst auf dem Wasserbad erwiirmt, 
dann auf freier Flamme unter RiickfluBkiihlung 21 Stunden in 
schwachem Sieden erhalten. Nach 4!/2 und 13 Stunden und 
desgleichen am Schluf& der Siedezeit wurden kleine Proben 
entnommen und darin der Ausfall der Biuretreaktion und das 
Verhaltnis des organisch gebundenen zu dem als Jodwasserstoff 
abgespaltenen Jod bestimmt. Freies Jod war nie nachweisbar. 
In der ersten Probe war die Biuretreaktion noch schwach 
positiv, nach dem 13stiindigen Sieden fiel sie jedoch giinzlich 
negativ aus. 

Die Jodbestimmungen ergaben wesentlich andere Werte, 
als ich bei gleicher Behandlung des Jodalbacids und des Jod- 
glidins erhalten hatte. Schon in der I. Probe (nach 4'/estiindiger 
Siedezeit) befanden sich tiber 96°/o Jod als Jodwasserstoff 


') C. Neuberg, Beobachtungen an Jodproteinen. Biochemische 
Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 261 (1910). 

*) Nach den Angaben der Firma und wie ich mich selbst tiber- 
zeugt habe, enthalt das Praparat eine nicht unbedeutende Menge ioni- 
sierten Jods. Dieser Teil ware bei der eben gemachten Berechnung in 
Abzug zu bringen, doch handelt es sich hier ja blof§ um mehr beilaufig 


angestellte Betrachtungen. 
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und dieses Verhiltnis fnderte sich nicht mehr nach 13 und 
21 stiindiger Siedezeit. Folgende Ubersicht veranschaulicht 
dieses Verhalten. 


SST SEES ITT SS TET ETE TEE I TEE ITE IT LT a EE EE a SE TEE IE, 


Als Jodwasserstoff 








Festgebundenes Jod 





Probe abgespaltenes Jod 
in %o | in %o 
I | 3,47 | 96,53 
II | 3.61 | 96,39 
i | 3,35 | 96,65 


Analytische Belege. Probe I. 8 ccm der Lésung wurden 
auf 24 ccm verdiinnt. 10 ccm dieser Lésung wurden abermals auf 25 ccm 
verdiinnt und in 10 ccm dieser zweiten Lésung das Gesamtjod bestimmt. 
Die Bestimmung geschah nach dem schon friiher eingehaltenen Modus. 
Es wurden 39,4 ccm einer Thiosulfatlbsung verbraucht, von welcher 
1 cem 0,0009333 g J entspricht, also = 0,086772 g J. Mit den Ver- 
diinnungsfaktoren multipliziert ergibt dies fir 10 ccm der urspriinglichen 
Lésung 0,2761 g J. 

14 ccm der auf das Dreifache verdiinnten Lisung werden mit aus- 
gekochter starker Salpeterséure und Silbernitrat bis auf 20 ccm auf- 
gefiillt, das Jodsilber entfernt und das Filtrat entsilbert. In 15 ccm des 
Filtrats wird das Jod bestimmt. Es werden 3,6 der Thiosulfatlésung 
verbraucht, was bei der Umrechnung mit den Verdiinnungsfaktoren 
0,009599 g J fir 10 ccm der urspriinglichen Liésung ergibt. Aus beiden 
Jodzahlen berechnet sich 3,47°/o festgebundenes und 96,53°/o als Jod- 
wasserstoff abgespaltenes Jod. 

Probe II. Bei der gleichen Behandlung gleicher Mengen wie bei 
Probe I werden fiir die von dem ionisierten Jod befreite Lésung 3,9 ccm 
Thiosulfatlésung verbraucht, was fiir 10 cem der Liésung 0,010399 g J 
entspricht. Die Menge des ionisierten Jods wurde aus dem Mittel der 
fiir Probe | und II gefundenen Werte berechnet. Sie ergab 0,2819 g J. 
Dies ergibt das Verhiltnis: 3,61°/o als Jodwasserstoff abgespaltenes und 
96,39°/o festgebundenes Jod. 

Probe III. Die Lésung wurde auf das Dreifache verdiinnt. In 
10 ccm dieser Lésung wurde das Gesamtjod bestimmt. Es wurden 
102.8 ccm Thiosulfatlésung verbraucht, = fiir die nicht verdiinnte Lésung 
0,28782 ¢ J. Zur Bestimmung des gebundenen Jods wurden 14 ccm der 
auf das Dreifache verdiinnten Lésung mit Silbernitrat und Salpetersaure 
auf 22 ccm verdiinnt und in 18 cem des vom Jodsilber und iiber- 
schiissigen Silber befreiten Filtrates das Jod bestimmt. Es wurden 3,95 ccm 
Thiosulfatlbsung verbraucht, was bei Umrechnung mit den Verdiinnungs- 
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faktoren fiir 10 ccm der urspriinglichen Lésung 0,009653 g J ergibt. Aus 
beiden Jodzahlen berechnet sich 3,35°/o gebundenes und 96,650 als 
Jodwasserstoff abgespaltenes Jod, 

Es waren also schon nach 4!/2stiindigem Sieden nur noch 
3,35°/o Jod in organischer Bindung vorhanden und dieses Ver- 
hiltnis blieb sich gleich bis zum Schlu8B des Siedens. Bei 
gleicher Behandlung hatte das Jodbacid 51,8°/o und das Jod- 
glidin 21,8 —24,4°/o ergeben.!) 

Nach 21stiindiger Siedezeit wurde die Lésung noch hei 
von einem sandigen, graugelben Bodenkorper abfiltriert und 
der Filterriickstand so lange mit Wasser gewaschen, bis das 
Waschwasser farblos abflof. Der Bodenkérper bestand zum 
groften Teil aus Baryumcarbonat, zum geringeren aus Phos- 
phaten und Sulfaten. Daneben enthielt er geringe Mengen 
organischer Substanzen, doch nur unbedeutende Mengen Jod. 

Das von dem bodenkorper getrennte Filtrat und die 
Waschwasser des ersteren wurden vereint auf dem Wasser- 
bad eingeengt und nach dem Erkalten von dem auskrystalli- 
sierten Baryt getrennt. Nachdem die erhaltene Losung wieder 
mit Wasser verdiinnt worden war, wurde sie mit ausgekochter 
halbkonzentrierter Salpetersiiure bis zur kongosauren Reaktion 
versetzt. Dabei entstand kein Neutralisationsprazipitat. Darauf 
wurde mit salpetersaurem Silber gefiillt und von dem aus- 
geschiedenen Jodsilber abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Am- 
moniak neutralisiert und dann abwechselungsweise so lange 
Silbernitrat und Ammoniak hinzugesetzt, als noch ein Nieder- 
schlag entstand. Die weibe, flockige Fallung wurde abfiltriert, 
auf der Nutsche von der Lésung mdglichst vollstandig befreit, 
mit Wasser verrieben und mit Schwefelwasserstoff entsilbert. 
Die vom Schwefelsilber getrennte, gelbbraune LOsung wurde 
auf dem Wasserbade eingeengt und die letzten Spuren mit- 
gerissenen Baryts mit Schwefelsiure entfernt. Anderentags 


') Die niedrige Zahl rihrt nicht einfach von der Beimischung 
ionisierten Jods her, wie eine Betrachtung der absoluten Jodzahlen zeigt. 
Denn beim Jodalbacid bekommt man bei einer Ausgangsmenge von 100 g 
\,1 g J in organischer Bindung und beim Jodglidin rund 2 bis 2,2, wah- 


rend das Jodeigonnatrium blof 0,45 g ergibt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXNITI. 20 
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hatte sich noch nichts ausgeschieden. Es wurde deshalb die 
Losung mit Schwefelsiure bis zu 5°/o versetzt und mit Phos- 
phorwolframsiure gefallt. Der Niederschlag wurde in der 
liblichen Weise mit Baryt zersetzt, und der Baryt mit Kohlen- 
siiure und der nicht durch sie fiillbare Anteil mit Schwefel- 
siiure entfernt. Im Vakuum tiber Schwefelséure trocknete die 
Losung allmihlich zum hellbraungelben Firnis ein, ohne dab 
sich eine Krystallisation zeigte. Auch nachdem der Firnis 
wieder in Wasser aufgenommen und mit Tierkohle behandelt 
worden war, iinderte sich das Ergebnis nicht. Der Firnis ent- 
hielt organisch gebundenes Jod und zwar, wie eine Bestimmung 
in einem aliquoten Teil der in Wasser aufgenommenen, trockenen 
Substanz ergab, insgesamt ca. 0,3 g. Alle Bemtihungen, daraus 
eine Krystallisation zu erhalten, blieben umsonst. In starkem 
Alkohol war der K6rper léslich, ebenso in Alkalien und ver- 
diinnten Siuren, dagegen nicht in Ather, Benzol, Aceton, Essig- 
ester. Auch die fraktionierte Fiillung mit Silbernitrat war er- 
folglos. Es wurden stets nur jodhaltige, nicht hygroskopische 
Firnisse erhalten. SchlieBlich wurden mit Bleizucker und Blei- 
essig zwel Fraktionen erhalten, die wiederum zu Firnissen ein- 
trockneten. Da das Material durch die vielen Manipulationen 
sehr stark zusammengeschrumpft war und keine Aussicht auf 
die Gewinnung eines krystallinischen Produktes bestand, wurde 
in beiden Fraktionen eine Jodbestimmung vorgenommen. Die 
sleizuckerfraktion enthielt 8°/o, die Bleiessigfraktion 31°/o. Da 
die fiir die Bestimmung verfiigbaren Mengen duferst klein 
waren (0,01 und 0,025 g), so kann diesen Zahlen nicht viel 
Gewicht beigelegt werden. Es lift sich vermutungsweise nur 
aussagen, daf es sich fiir die Bleiessigfraktion um einen jod- 
haltigen polypeptidartigen K6rper handelte. Ob sich an dem 
Aufbau desselben Jodtyrosin beteiligte, bleibt unentschieden. 
Jedenfalls konnte aber seine Quantitét nur unbedeutend sein, 
da die ganze Fraktion nur eine auberst sparliche Menge darstellte. 

Das Gesamtergebnis dieser Untersuchungen lautet dahin, 
dab sich das Jodeigonnatrium wesentlich anders verhiilt in 
bezug auf die Bindung des Jods als die friiher von mir unter- 
suchten, eingangs erwiihnten Jodeiweibkorper, dafi es bei der 
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tiefen Hydrolyse mit Baryt beinahe alles Jod (bis auf 3°%/o) 
als Jodwasserstoff abgibt, und dafB Dijodtyrosin sich 
unter seinen Spaltprodukten nicht hat nachweisen 
lassen. 

Letzterer Befund ist von besonderem Interesse. Einmal 
bestatigt er meine friiheren Befunde,!) bei welchen es mir auch 
nie gelungen war, aus Jodeiweif, das ich durch Jodierung von 
Hiihnereiweif erhalten hatte eben dem Material aus dem 
Jodeigonnatrium hergestellt ist — ein jodhaltiges, tiefes or- 
ganisches Spaltungsprodukt zu gewinnen. Weiterhin ist es inter- 
essant, festzustellen, dab ein EiweiBkorper, welcher erwiesener- 
mafen Tyrosin enthilt — das Eieralbumin enthalt 1,1°/o davon 
und das Globulin diirfte ebenso viel enthalten — kein Jod an sein 
Tyrosin zu binden scheint. Das ist um so bemerkenswerter, 
als auch bei den anderen bisher untersuchten EiweifkoOrpern 
nicht alles Tyrosin Jod bindet, wenn wenigstens dieser Schlub 
aus dem Umstande gestattet ist, dali sich stets weit weniger 
Jodtyrosin finden laft, als dem Tyrosin entspricht. Es soll 
bei einer anderen Gelegenheit hierauf zuriickgekommen werden. 








‘) Die chemische Beschaffenheit und die Funktion der Schilddriise, 
Habilitationsschrift, Ziirich 1900, S. 58. Uber jodierte Spaltungsprodukte 
des Eiweifes. Hofmeisters Beitrige, Bd. III, S. 399 (1903). 








Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Ochsennieren. 


Von 
K. Bebeschin. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium der Universitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1911.) 


Unter den Extraktivstoffen der Nieren sind bis jetzt Purin- 
basen,!) Harnsiiure,?) Harnstoff,*) Kreatin,*) Leucin,?) Taurin, ') 
Cystin,!) Glykogen®) und Inosit®) bekannt. 

Die vorliegende Untersuchung wurde zur Aufkliirung der 
Frage tiber die mittels der von Gulewitsch und Krimberg‘) 
ausgearbeiteten Methode isolierbaren Stoffe der Nieren unter- 
nommen. 

Die Untersuchung wurde auf folgende Weise ausgefiihrt. 
Ks war eine ziemlich groBe Menge, ungefiihr 20 kg, der frischen 
Ochsennieren genommen. Die von dem Fettgewebe sorgfiltig 
abpriiparierten Nieren wurden in der Fleischhackmaschine zer- 
kleinert und viermal mit je etwa 5 1 Wasser im Laufe von einer 
1/> Stunde erhitzt. Die vereinigten Ausziige wurden durch 


~ 


Marly koliert, eingedampft und zuerst mit Bleizucker,*) dann 


') Cloéta, Ann. d. Chem. u. Pharm., Bd. XCIX, 5. 298. 

2) O. Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chemie, 7. Aufl., S. 6338. 

‘) P. Picard, Compt. rend., Bd. LXXXVII, S. 993. 

‘) Kiihne, Lehrbuch d. physiol. Chemie, 1868, S, 463. 

5) M. Abeles, Zentralbl. f. d. med. Wiss., 1876, S. 84. 

8) Cloéta, a.a.O.; Kiilz, Sitzungsber. d. Ges. zur Beford. d. ges. 
Naturw. zu Marburg, 1876, Nr. 4. 

') Hoppe-Seylers Handbuch der chem. Anal., 8. Aufl., 5S. 758. 

8) Zur Bestimmung des Stickstoffgehaltes der von dem Bleizucker- 
niederschlage abfiltrierten Fliissigkeit wurden zwei neue Portionen der 
Nieren zu 482 g genommen. Die I. Portion wurde mil Wasser ausge- 
kocht, die II. Portion damit auf dem Wasserbade digeriert. Der Stick- 
stoffgehalt des Bleifiltrates der I, Portion bildete 0,20°/o, der IL Portion 
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mit Bleiessig gefillt. Der zweite Bleiniederschlag wurde mit 
Wasser sorgfiiltig ausgewaschen und dann mit heifem Wasser 
mehrere Male ausgezogen. Der dabei unldéslich gebliebene Teil 
des Niederschlages wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Filtrat auf dem Wasserbade bis zum kleinen Volumen ein- 
geengt. Am anderen Tage schied sich in ziemlich grober 
Menge ein krystallinischer Niederschlag aus. Der Niederschlag 
wurde aus heifem Wasser zweimal umkrystallisiert, wobei 
prachtvolle Krystalle erhalten waren. Mit dieser reinen Sub- 
stanz wurden die von Scherer, Seidel und Gallois zum 
Nachweis des Inosits empfohlenen Reaktionen ausgefiihrt, die 
alle positiv ausfielen, was dafiir spricht, dab die in Frage 
kommende Substanz Inositkrystalle darstellt. Inosit war auf 
diese Weise von Cloéta im Jahre 1856 gefunden und ana- 
lysiert. Dieser Autor schied aber den Inosit aus der Lésung 
durch das Hinzufiigen von 4 Volumen Alkohol: im gegebenen 
Falie konnte ich das Inosit direkt aus Wasser auskrystallisieren. 

Das Filtrat von dem Bleiniederschlage samt den Wasch- 
wassern wurde vom Blei mit Schwefelwasserstoff befreit und 
auf dem Wasserbade auf ein kleines Volumen eingedampft. 
Das eingeengte Filtrat wurde mit Schwefelsiiure angesiiuert und 
mit Phosphorwolframsiiure unter Vermeidung eines gr6feren 
Uberschusses derselben gefiillt. Es wurde ein Niederschlag 
erhalten, welcher am anderen Tage abgesaugt und mit Wasser 
sorgfaltig ausgewaschen wurde. Darauf wurde der Nieder- 
schlag durch Verreiben mit Baryt von Phosphorwolframsiure 
befreit, der BarytiiberschuB mit Kohlensiure entfernt, die 
Iliissigkeit gekocht. Das mit Salpeterséure neutralisierte Filtrat 
wurde mit 20°/oiger Silbernitratldsung gefillt. Der dabei er- 
haltene Niederschlag wurde abfiltriert und zu der Fliissigkeit 
noch weiter eine Silbernitratlésung zugefiigt, bis schlieBlich ein 
Tropfen der Fliissigkeit auf dem Uhrglase mit einer Baryt- 
lisung zusammengebracht sofort einen braéunlichen Niederschlag 


019° des Nierengewichtes. Somit ist der Stickstoffgehalt des Nieren- 
extrakles 2mal kleiner als der des Fleischextraktes, wo Skworzow (Diese 
Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 33) 0,43 °%o fiir Rindfleisch und 0,38 °o resp. 
0,42 °o N fiir Kalbfleisch gefunden hat. 
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gegeben hat. Als dieser Punkt erreicht war, wurde zu der 
Fliissigkeit eine warme, gesiittigte Barytldsung gebracht, 
so lange noch ein Niederschlag entstand — I. Silberbaryt- 
niederschlag, welcher gleich abgesaugt, mit Wasser gut aus- 
gewaschen und mit Schwefelwasserstoff zersetzt wurde. Die 
von Schwefelsilber befreite Fliissigkeit wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure zur Entfernung von Barytspuren bearbeitet. 
Aus der entsprechenden Fraktion des Fleischextraktes wurde 
von Gulewitsch und Amiradzibi') Carnosin ausgeschieden. 
Der aus dem Nierenextrakte erhaltene I. Silberbarytnieder- 
schlag war so gering, daf nur seine optischen Eigenschaften 
gepriift werden konnten, wobei sich die erhaltene Substanz 
als linksdrehend erwies, wihrend das Carnosin rechtsdrehend 
ist. Ebenso gering erwies sich auch der nach dem Vertreiben 
von Ammoniak erhaltene II. Silberbarytniederschlag,?) worin 
Methylguanidin enthalten sein konnte. 

Das Filtrat von dem II. Silberbarytniederschlage wurde 
mit Schwefelwasserstoff gesiattigt, dann mit Schwefelsiiure neu- 
tralisiert und schlieBlich eingeengt, wobei die entstehende al- 
kalische Reaktion mit Salpetersiure neutralisiert wurde. Dann 
wurde die Lésung mit dem Reaktiv von Kraut (einer Losung 
von Wismutjodid in Natriumjodid), so lange noch ein Nieder- 
schlag entstand, gefillt. Der am anderen Tage abgesaugte 
und mit Wasser ausgewaschene Niederschlag war mit frisch 
gefilltem Bleioxydhydrat zur Entfernung von Jod und Wismut 
verrieben. Das erhaltene Filtrat wurde mit Schwefelwasser- 
stoff gesiittigt und die alkalisch reagierende Fliissigkeit auf 
dem Wasserbade eingeengt, wobei sich eine krystallinische 
Substanz ausschied. Die etwa 10 g wiegenden Krystalle wurden 
abgesaugt. Der grodfere Teil derselben ging in die LOsung 
nach der Zufiigung von Alkohol. Die alkoholische Losung 
krystallisierte weder selbstindig, noch nach dem Zusetzen von 
Ather, auch bei liingerem Stehen nicht. Dann wurden Alkoho! 
und Ather abgedampft und der Riickstand in Wasser gelést. 
Nach zwei Tagen krystallisierte die L6sung im Vakuumexsikka- 

') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 565. 

*) Vel. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 471—475 
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tor. Der Niederschlag wurde aus Wasser umkrystallisiert; 
die Reaktion der LOsung von der gereinigten Substanz war 


jetzt neutral. 
|. 0.6520 g der lufttrockenen Substanz vorloren beim Trocknen im 
Vakuumexsikkator 0,0904 g. 


Gefunden: Berechnet fiir 
I. C5H,,NO, - HO: 
H,O 13,879/» 13,33 /o. 


Der etwas zu hoch erhaltene Wassergehalt kann durch 
die hygroskopischen Eigenschaften der Substanz erklirt werden. 
I]. 0.1676 g der im Vakuum getrockneten Substanz gaben 0,1452 g H,O 

und 0,3160 g CO,. 
Ill. Aus 0,1392 g Substanz wurden 15,65 cem N bei 19° und 755 mm 
Bar. erhalten. 


Gefunden: Berechnet fiir 
Il. III. C,H, ,NO,: 
C 91,43%/o — 51,249/0 
H 9,70°/o — 9 4.79! 
N — 12,74 /o 11,96 °/o 
O — wo 2733/0 


Die Resultate der Analyse lassen somit die Vermutung 
aussprechen, dafi die von mir aus den Nieren isolierte Sub- 
stanz noch nicht vollkommen gereinigtes Betain ist. 

Zur weiteren Reinigung und Identifizierung der Substanz 
wurden einige Salze derselben dargestellt. Die alkoholische 
Losung der Substanz wurde mit einer heifgesiittigten alkoho- 
lischen Sublimatlésung gefillt. Es wurde anfangs ein harziger, 
bei weiterem Hinzufiigen des Reaktivs ein krystallinischer Nieder- 
schlag erhalten, welcher abgesaugt und einige Male mit Alkohol 
ausgewaschen wurde. Beim Umkrystallisieren des schneeweiben 
Niederschlages aus Wasser blieb ein Teil desselben ungeldst 
und nahm eine rotliche Férbung an. Das sich nach dem Er- 
kalten der heif filtrierten L6sung ausgeschiedene, schneeweibe 
krystallinische Pulver verinderte seine Farbe beim neuen Um- 
krystallisieren nicht. Die bei der ersten Auflésung in heivem 
Wasser eingetretene Zersetzung ist offenbar durch eine teil- 
weise Spaltung des Sublimats in Quecksilberoxyd und Salz- 
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siiure zu erkliiren, wobei ein Molekiil der Salzsiiure mit Betain 
das Chlorid bildet, wie es die Resultate der Analyse zeigen. 
Die Sublimatverbindung schmilzt bei 246—250°, je nach der 
Schnelligkeit der Erhitzung. Die Substanz wurde bei 100° 
getrocknet und analysiert. 

IV. 0.7165 g Substanz gaben 0,5640 g HgS. 


V. 05741 > > » 0,6048 » AgCl. 
Gefunden: Berechnet fiir 
IV. V. C.H,NO,Cl - 6 HgCl,: 
Hg 67,84%/o — 67,49 9/0 
Cl = — 26,06 %/o 25,93/o. 


Husemann und Marmé!') erhielten bei anderen Be- 
dingungen und zwar beim Fiillen des salzsauren Betains mit 
einer alkoholischen Sublimatlésung in Gegenwart von Ather 
eine Verbindung von der Zusammensetzung (C;H,,NO,Ci),HgCl,. 

Der andere Teil der L6sung des von mir isolierten freien 
Betains war mit der Goldchloridlésung gefillt. Der erhaltene 
Niederschlag war zweimal aus heifem Wasser umkrystallisiert 
und zeigte den Schmelzpunkt von 204—212° je nach der 
Schnelligkeit der Erhitzung. Willstatter?) gibt fiir Betain- 
goldchlorid den Schmelzpunkt 200—209° an. Die Substanz 
wurde bei 105° getrocknet und analysiert. 

VI. 0.1646 g Substanz gaben nach dem Gliihen 0,0696 g Au. 


VIL. 0.2972 > > : . ke > 01261 > >» 
Gefunden: Berechnet fiir 
VI. VII. C.H,,NO,AuCl, : 
Au 42,289/0 42,43°/o 43,13 Jo. 


Der zu kleine Goldgehalt der Verbindung findet seine 
Erklirung in der obengenannten Arbeit von Willstiatter, 
welcher gezeigt hat, daB bei bestimmten Krystallisationsbedin- 
gungen des Betainchloraurats Verbindungen mit einem geringeren 
Goldgehalt (42,29°/o — 42,55°/o Au) erhalten werden. Bei anderen 
Krystallisationsbedingungen erhielt Willstatter Betainchlor- 
aurate sogar mit dem Goldgehalt von 41,54 °/o—40,60°/o0, was 
er durch den Krystallwassergehalt der Verbindungen erklart: 


') Ann. d. Chem. u, Pharm., Spl. IL, S$. 249. 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 2702. 
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der Formel C,H,,NO,AuCl,+ 2 H,O entspricht der Goldgehalt 
von 39,98°%o. Das von Willstitter in Gegenwart von etwas 
Goldchlorid aus \Wasser umkrystallisierte Chloraurat zeigte 
einen hdheren Goldgehalt. Soleche Erhéhung des Goldgehaltes 
trat auch bei meinem Goldsalz auf, nachdem 0,65 g desselben 
aus 13 cem heifem Wasser unter Zusatz von 0,016 g Gold- 
chlorid umkrystallisiert wurden. 
Vill. 0.2312 g der bei 105° getrockneten Substanz gaben nach dem 
Gliihen 0.0988 g == 42,73°/o Au. 

Zur Darstellung des Chlorids wurde zu der wiisserigen 
Losung des freien Betains Salzsiiure bis zu der Reaktion auf 
Kongo hinzugefiigt, die L6sung im Vakuumexsikkator eingedampft 
und tiber Schwefelsiure und neben Kaliumhydrat getrocknet. 
Das erhaltene Salz wurde zweimal aus Wasser umkrystallisiert, 
in Vakuumexsikkator getrocknet und analysiert. 

IX. Aus 0,1861 g¢ Substanz wurden 13,8 cem N bei 13° und 763 mm Bar. 
erhalten. 


Gefunden: Berechnet fiir 
IX. CH, .NO,CI: 
N 8,76°/o0 9,12 °/o. 


Eine geringe Quantitét dieses Chlorids wurde zur Dar- 
stellung des Pikrats genommen. Die Substanz wurde in wenig 
Wasser gelést und zu der Loésung eine gesiittigle wiésserige 
Pikrinsiiurelésung zugefiigt. Bald schieden sich schéne Krystalle 
in Form von kleinen blafgelben Nadelchen aus, die abgesaugt 
und mit wenig Wasser gewaschen wurden. Im Vakuumexsikkator 
getrocknet, zeigten sie Schmelzpunkt 183°. Denselben Schmelz- 
punkt und dasselbe Aussehen hatte das Pikrat, welches ich aus 
dem Kahlbaumschen Betainchlorid dargestellt habe. Tonani') 
gibt den Schmelzpunkt des Betainpikrats von 180—181° an. 

Die von mir ausgefiihrte Untersuchung zeigt somit, dab in 
jener Fraktion des Nierenextraktes, aus der bei der entsprechen- 
den Bearbeitung des Fleischextraktes von Gulewitsch und 
Krimberg (I. c.) Carnitin isoliert worden war, Betain enthalten 
ist. Betain ist, wie bekannt, in den Pflanzen verbreitet, wahrend 
die Angaben iiber sein Vorkommen im Tierreiche sehr spirlich 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXX, S. 390. 
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sind. In den Handbiichern findet man, dafi Betain von Lieb- 
reich!) aus dem Harne isoliert worden sei. Aus der Ab- 
handlung von Liebreich kann man aber ersehen, daf sich in 
dem Urin eine sehr kleine Quantitiét einer Base nachweisen 
laBt, die ein dem Neurin sehr ahnliches Verhalten zeigt; der 
Verfasser vermutet, daBh dieselbe ein Oxydationsprodukt des 
Neurins sei, hat aber keine Analyse von diesem unbekannten 
Korper ausgefihrt. Brieger?) fand Betain in den Miesmuscheln. 
Kutscher und Ackermann?) erhielten Betain aus Krabben- 
extrakt. M. Henze) fand Betain bei Cephalopoden, als Be- 
standteil der Giftdriisen und in einer bedeutend groferen Menge 
in frischen Muskeln dieses Tieres. Was das Vorkommen des 
Betains bei den Siugetieren betrifft, so sind in der Literatur 
keine diesbeziiglichen Angaben zu finden. 

Die fiir das quergestreifte Muskelgewebe charakteristischen 
Basen: Carnosin, Methylguanidin und Carnitin fehlen somit in 
den Nieren. Anstatt des Carnitins wurde aus den Nieren ein 
anderes ihm entsprechendes Derivat des Trimethylamins, Betain, 
isoliert, das in diesem Falle die Stelle des Oxybetains des 
Muskelgewebes vertritt und somit nicht nur in den Pflanzen 
und niederorganisierten Tieren, sondern auch in dem Organismus 
der Siiugetiere, wenigstens als Bestandteil der Ochsennieren 
vorhanden ist. 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. II, S. 12. 

*) Unters. tiber Plomaine, III. Teil, S. 77. 

') Zeitschrift f. Unters. d. Nahrungs- und Genufmittel, Bd. XII. 
S. 610, Bd. XIV, S. 687. 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. LXX, S. 253. 








Uber den Nachweis von Quecksilber im Harn. 


Von 
E. Salkowski. 


<Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Mai 1911.) 


Wer Ofters in die Lage gekommenist, die Frage zu entschei- 
den, ob ein Harn Quecksilber enthalte oder nicht, wird — ich 
zweifle nicht daran — nicht selten gleich mir die Untersuchung 
mit der peinlichen Empfindung eines Miberfolges abgeschlossen 
haben, d.h. der Versuch ist negativ verlaufen, obgleich der 
Lage der Dinge nach kaum daran zu zweifeln ist, dali der 
Harn tatsiichlich Quecksilber enthélt. Fast noch schlimmer ist 
es, wenn man nach dem Ausfall der Untersuchung nicht weil, 
welche Auskunft man geben soll, eine bejahende oder eine 
verneinende. Auch das kommt vor. 

Wenn man nun tiberlegt, wo der Mangel der zahlreichen 
Methoden liegen kinnte, so driingt sich allmihlich die Uber- 
zeugung auf, dafi man von den Reaktionen, die zur Abscheidung 
des Quecksilbers dienen sollen, zuviel verlangt. Die meisten 
Methoden gehen darauf aus, das Quecksilber aus einer geradezu 
ungeheueren Verdiinnung — handelt es sich doch immer nur 
um ganz winzige Mengen — durch ein anderes Metall gewisser- 
mafen «<abzufangen», sei es mit Hilfe des galvanischen Stroms, 
sei es ohne diesen. Dazu ist aber, wenigstens bei der Mehr- 
zahi der Methoden, weder die vorgeschriebene Quantitiit des 
Metalls, noch die vorgeschriebene Zeit ausreichend. Von diesem 
Vorwurf frei ist, soweit ich die Sachlage iibersehen kann, nur 
die nach einem Vorschlage von Hofmeister ausgearbeitete 
Methode von Winternitz,!) der mehrere Rollen aus Kupfer- 


') Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXV, 5. 225 (1884). 
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drahtnetz in der Gesamtlinge von 30 cm verwendet und ver- 
moge eines eigentiimlichen Filtrierapparates den Harn 24—48 
Stunden!) mit denselben in Bertihrung bringt. 

Dal diese Methode vorziigliches leistet, sogar nach der 
quantitativen Seite, ist nach den mitgeteilten Belagen nicht 
zu bezweifeln, aber sie erfordert auberordentlich viel Zeit, ist 
sehr umstiindlich und schwierig, im ganzen auch mehr fiir die 
quantitative Bestimmung, als ftir den Nachweis bestimmt, selbst- 
verstiindlich aber auch fiir diesen brauchbar. Die Methode 
scheint sich nicht in die Praxis eingefiihrt zu haben, das ist 
wohl auch der Grund, warum sie in dem bekannten Buche von 
Spaeth tiber die Analyse des Harns nicht erwahnt ist. 

Sieht man freilich die von den betreffenden Autoren zur 
Begriindung der Brauchbarkeit der Methoden angeftihrten quan- 
litativen Kontrollanalysen an, so sollte man meinen, dab das 
jeweils empfohlene Verfahren vorziigliches leistet, aber fast 
ausnahmslos gehen die dem Harn zugesetzten Quantitéten von 
HigCl, weit tiber das hinaus, was in der Regel im Harn vor- 
kommt. Davon macht selbst Winternitz?) keine Ausnahme. Die 
zu 1000 ccm Harn zugesetzte Quantitiét HgCl, betrug in seinen 
Versuchen 0,01 g¢ = ca. 0,0075 Hg, nur in einem Falle 0,005 
HgCl, = 0,00368 Hg. Wenn auch in diesem Falle 0,00365 
He wiedergefunden wurde, so ist das gewih ein ausgezeich- 
netes Resultat, das nicht zu tibertreffen ist. Trotzdem hat 
sich die Methode nicht eingebiirgert, vermutlich eben ihrer Um- 
stiindlichkeit wegen. 

Sehr einfach erscheint ein ktrzlich von C. Seibert?) 
unter Leitung von RGhmann auf der Ausfillung von Hg als 
ligS beruhendes Verfahren — wenigstens mit den einfachsten 


') Nach L. BGhm soll man sogar 3—4 Tage fillrieren. Diese Zeit- 
cchrift, Bd. XV, S. 1 (1891). 

?) Allerdings fiihrt Winternitz auch eine Tabelle an, welche den 
Kinflu&\ der Quantitét der dem Harn zugesetzen Salzsdure erlautert. In 
dieser handelt es sich um die Bestimmung von 1,54 mg Hg, leider ist aber 
hier die Quantitét des Harns nicht angegeben, die doch sehr wesentlich 


in Betracht kommt. 
siochem. Zeitschrift, Bd. XXV, S. 328 (19160). 
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Hilfsmitteln ausfthrbar, wenn auch etwas umstiindlich —, welches 
durch seine Genauigkeil tiberrascht. Von0,01 HgCl, — 0,0075 Hg, 
die etwa einem Liter Harn zugesetzt waren, wurden 0,0068 
resp. 0,0072 Hg als HgS wiedergefunden. Das ist etwa die- 
selbe Genauigkeit, die Winternitz erreicht hat. Damit ist aber 
nicht gesagt, daB sich nach diesem Verfahren auch sehr kleine 
Mengen von Quecksilber qualitativ nachweisen lieben, jeden- 
falls habe ich 2 mg HgCl,, zu 500 cem Harn zugesetzt, auf 
diesem Wege nicht finden kénnen, wie ich, ohne auf eine 
Kritik des Verfahrens von Seibert einzugehen, hier nur kurz 
bemerken mochte. Auferdem ist es fiir den qualitativen Nach- 
weis doch sehr wiinschenswert, das Quecksilber als solches 
oder in einer typischen Verbindung zu erhalten. Das ist das 
Quecksilbersulfid nicht. 

Der Einwand der nicht typischen Form ist prinzipiell 
gegen alle Methoden zu erheben, bei denen der Nachweis eines 
durch H,S in saurer Liésung mit schwiirzlicher oder briiun- 
licher Farbe fallbaren Metalles dem Nachweis von Quecksilber 
gleichgesetzt wird. Der Ersatz einer typischen Reaktion durch 
eine Gruppenreaktion ist immer nur ein Notbehelf und hat 
wenig Uberzeugendes (abgesehen natiirlich von den Methoden, 
bei denen das Metall vorher auf einem nicht anfechtbaren 
Wege isoliert ist, im vorliegenden Falle also das Quecksilber 
auf Gold oder einem anderen Metalle niedergeschlagen ist). 
Das gilt namentlich fiir solche Verfahren, bei denen, wie bei 
dem von Schumacher u. Jung?) angegebenen, grobe Mengen 
eines anderen Metalls (15 g Zink!) in LOsung gebracht oder 
eine groBe Menge von Chemikalien gebraucht wird. 

Ich legte mir nun die Frage vor: warum soll man _ nicht 
beim Quecksilbernachweis ebenso verfahren wie bei dem Nach- 
weis vieler anderer Korper im Harn, das Quecksilber auf ein 
kleines Volumen Lisung — sagen wir 8—10 ccm — zusammen- 
drangen und in dieser erst die eigentliche Reaktion auf Queck- 


') Im Original steht 0,1 HgCl,; ich habe einen Druckfehler ange- 
nommen, Herr Prof. RO6hmann hat mir dies auf meine Anfrage bestatigt. 

*) Zeitschrift f. analyt. Chem., Bd. XLI, S. 461 (1902), und Arch. 
f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLII, S. 138 (1899). 
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silber anstellen? Dabei ist, wohlgemerkt, nur von dem quali- 
tativen Nachweis die Rede, nicht von der quantitativen Be- 
stimmung. Daf die letztere Aufgabe, wenn man nach diesem 
Prinzip arbeitet, streng genommen, unldsbar ist, braucht nicht 
erortert zu werden. 

Zur Konzentrierung des Harns steht uns, wenn man von 
dem im vorliegenden Falle in seinem Effekt jedenfalls zweifel- 
haften Ausfrierenlassen absieht, kein anderes Mittel zu Gebot als 
das Abdampfen, und zwar kommt fiir die praktische Anwendung 
wohl nur das Abdampfen auf dem Wasserbad oder vielleicht zuerst 
auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbad in Betracht. 

Vor dem Abdampfen hat man sich nun immer gescheut, 
weil Quecksilberchlorid nach allgemeiner Annahme aus wiisse- 
rigen LOsungen selbst auf dem Wasserbad entweicht. Genauere 
Angaben hieriiber scheinen nicht vorzuliegen, ich habe wenig- 
stens nur in Treadwell Quant. Analyse, 5. Aufl., S. 129, folgende 
Bemerkung gefunden: 

So ergeben 50 ccm einer Mercurichloridlésung 
mit 0.5235 g Salz nach dem Versetzen mit 10 ccm Salpeter- 
siiure und 5maligem Verdampfen mit je 50 ccm konzentrierter 
Chlorwasserstoffsiiure im Wasserbad fast zur Trockene einmal 
0.3972 g Mercurisulfid = 88,50°/o, ein anderes Mal 0,369) ¢ 
Mercurisulfid = 82,39°/o Mercurichlorid, also einen Verlust 
von 11—17°%o!>» 

Fiir den vorliegenden Fall sind diese Angaben aber wenig 
verwertbar, ich stellte daher einige Vorversuche an unter 
Bedingungen, welche den beim Eindampfen des Harns herr- 
schenden iihnlich sind. 

Die Versuche wurden folgendermaben angeordnet: Der 
Ausgangspunkt war eine Losung, die in 10 ccm 1 mg HgCl, 
enthielt. 10cem dieser Losung wurden mit 90 ccm Wasser 
versetzt, dann auf dem Wasserbad auf 8—10 ccm resp. zur 
Trockene gedampft, in letzterem Fall wieder 8—10 ccm Wasser 
in die Sechale gebracht und die Intensitét der Reaktion mit 
mit Salzsiure angesiiuerter Zinnchloriirldsung unter Erwiirmen 
gegeniiber der urspriinglichen gepriift. Es ergab sich so: 

I. 10 ccm ganz bis zur Trockene: Reaktion 0. 
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2. Die Lésung bis auf ca. 8—10 cem eingedampft: Re- 
aktion positiv, jedoch schwacher als in der urspriinglichen 
Losung. 

3. Die Lésung vor dem Eindampfen mit 5 Tropfen Salz- 
siiure von 1,124 D versetzt, dann bis auf ca. 10 ccm einge- 
dampft: Reaktion positiv, schwécher als in der urspriinglichen 
Losung, aber starker als bei 2. 

4. Wiederholung von 2, jedoch ganz bis zur Trockene: 
Reaktion positiv. 

). Die Lésung mit 5 Tropfen Natronlauge von 1,16 D 
ganz zur Trockene, Riickstand unter Zusatz von Salzsiiure in 
Wasser geldst: Reaktion positiv, jedoch schwiicher als in der 
urspriinglichen Loésung. 

Selbstverstiindlich wurden die Versuche mehrinals wie- 
derholt. 

Demnach fiihrt also das Verdampfen stets zu einem 
Verlust, der unter Umstiinden vollstiindig sein kann; wenn 
man aber mit Salzséiure anséuert und nicht bis zur Trockene 
dampft, ist der Verlust augenscheinlich gering, ebenso bei 
vorherigem Alkalisieren. 

Es war also nicht aussichtslos, den Versuch der Konzen- 
trierung des Harns anzustellen, selbstversténdlich aber konnte 
dieses allein nicht ausreichen, man mufte vielmehr auch die 
Salze groBtenteils entfernen. Da Quecksilberchlorid in Alkohol 
und Ather léslich ist, so ergeben sich: die Extraktion des ein- 
gedampften Harnriickstandes mit Alkohol, eventuell Fiillung 
des Alkoholauszuges mit Ather, vielleicht auch das Ausschiitteln 
mit Ather als méglicherweise gangbare Wege. Ferner war in 
Betracht zu ziehen, dafh das Quecksilber in nach Quecksilber- 
gebrauch entleertem Harn sich ja zu Alkohol anders verhalten 
konnte, es war also noch eine Oxydation einzuschalten, die 
bei den Kontrollversuchen méglicherweise zu entbehren war. 

Ks scheint mir nun zweckmiibig, mich in diesem Falle 
nicht auf Angabe des Gesamtresultates der Versuche zu be- 
schriinken, sondern dieselben einzeln in der chronologischen 
Reihenfolge vorzufiihren, in der sie angestellt sind. Sie sind 
teils an Kaninchenharn, fiir den ich ein besonderes Interesse 
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hatte, teils — die Mehrzahl — an menschlichem Harn an- 
gestellt. Der menschliche Harn hatte stets mittlere Konzen- 
tration von 1015—1016 D; hatte er eine geringere Konzen- 
tration, so wurde das Quantum entsprechend vermehrt. Die 
Kaninchen waren mit Kohl gefiittert. Ich beschrankte mich 
zunichst auf die Aufgabe, 2 mg Quecksilberchlorid = 1,5 mg 
Quecksilber in 500 cem Harn (bei menschlichem Harn evtl. 
mehr) nachzuweisen. 

Versuch 1. 500 cem Kaninchenharn, 2 mg HgCl,. Es 
wird die klinisch am meisten angewendete Fiirbringersche 
Methode benutzt. Hesultat giinzlich negativ. 

Versuch 2. 500 ccm Kaninchenharn!) mit Salzsaure bis 
zu stark saurer Reaktion versetzt, zuerst auf freiem Feuer, 
dann auf dem Wasserbad bis auf wenige Kubikzentimeter ein- 
gedampft; wiihrend des Eindampfens wird wiederholt Wasser- 
stoffsuperoxyd hinzugesetzt. Der Abdampfungsriickstand wird 
mit Alkohol extrahiert, filtriert, verdampft. Der Ruickstand 
wird mit ea. 10 ccm Wasser aufgenommen: triibe Fliissigkeit, 
die sich indessen bei starkem Schiitteln im Reagenzglas unter 
Zusammenkleben einer harzigen Masse klart. Filtrieren durch 
Schleicher und Schill 590: ganz klares Filtrat, das sich 
auf Zusatz von konzentrierter Zinnchloriirlésung triibt. Nach 
24 stiindigem Stehen: grauer Niederschlag am Boden des Rea- 
genzglases, unverkennbar aus Quecksilber bestehend. Betrefis 
der Identifizierung siehe weiter unten. 

Versuch 3. 500 cem Kaninchenharn ohne Quecksilber- 
zusatz. Resultat ganzlich negativ. 

Versuch 4. Wiederholung von Versuch 2. Kesultat 
dasselbe wie bei 2. 

Versuch 5. Wiederholung von 2, jedoch zuerst bei 
saurer Keaktion eingedampft, dann mit Salzsiure und Chlor- 
siiure*) (statt H,O,) oxydiert. Resultat positiv. 


/ \ 


Versuch 6. 5OO eem menschlicher Harn bei saurer 


') Der Zusatz von 2 mg HgCl, versteht sich stelts von selbst, ohne 
dafi dieses besonders bemerkt ist. 

*) KCIO, habe ich vermieden, um nicht noch Salze hinein zu 
bringen, es hat aber doch vielleicht Vorziige. 
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Reaktion eingedampft, dann mit HC] -! HCIO, oxydiert, Rtick- 
stand mit Alkohol extrahiert, filtriert, eingedampft. Da der 
tiickstand noch recht erheblich ist, nochmals mit Alkohol 
extrahiert, verdunstet. Der Verdampfungsriickstand erscheint 
noch stark gefirbt, Oxydation mit HC] und HClO, daher 
wiederholt. Alkoholextraktion. Um die in diesem Auszug noch 
reichlich vorhandenen Salze méglichst zu entfernen, wird das 
gleiche Volumen Ather hinzugesetzt, filtriert, verdampft, in 
ca. 8—10 ccm Wasser aufgenommen, harzige Massen durch 
starkes Schiitteln im Reagenzglas zum Zusammenkleben ge- 
bracht, filtriert (stets Schleicher und Schiill 590), ganz klares 
Filtrat. Bei Zusatz von Zinnchlortir intensive Reaktion. 

Versuch 7. Menschlicher Harn mit Natronlauge bis zur 
stark alkalischen Keaktion versetzt, eingedampft, mit Salz- 
siiure + HClO, oxydiert, sonst alles ebenso. Resultat ganz- 
lich negativ. Auch die Alkoholfaillung untersucht. Zu dem 
Zweck in Wasser geldst, nochmals mit Alkohol gefallt usw. 
Resultat ginzlich negativ. 

Versuch 8. Wiederholung. Statt mit HCl -- HClO, 
mit H,O, oxydiert. Resultat ganzlich negativ, auch in den 
Alkoholfillungen. 

Wie man sieht, verlauft der Versuch mit Harn bei al- 
kalischer Reaktion ganz anders wie bei wiisseriger LoOsung. 
Der Grund fiir den negativen Ausfall ist wahrscheinlich darin 
zu suchen, dafi bei alkalischer Reaktion eine Reduktion zu 
metallischem Quecksilber eintritt und dieses sich mit den 
Wasserdimpfen verfliichtigt. 

Versuch 9. 500 cem menschlicher Harn ohne Zusatz 
von Salzsiure eingedampft, dann mit rauchender Salpetersiure 
oxydiert, eingedampft, mit Alkohol extrahiert, Resultat ganz- 
lich negativ. 

Versuch 10. 500 ccm menschlicher Harn gleich mit 
Salpetersiure angesiiuert und eingedampft und mit rauchender 
Salpetersdure oxydiert, sonst wie Versuch 9. Resultat giénz- 
lich negativ. 

Versuch 11. 500 ccm menschlicher Harn mit Salzsiure 
angesauert, eingedampft, nicht oxydiert, direkt mit Alkohol 
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extrahiert, Alkoholauszug verdampft, Verdampfungsriickstand 
in Wasser gelist, mehrmals mit Ather ausgeschiittelt, die 
Atherausziige abdestilliert, Verdampfungsriickstand in Wasser 
gelost. Resultat schwach positiv. 

Versuch 12. Wiederholung von Versuch 11, jedoch der 
Verdampfungsriickstand des Atherauszuges mit HCl und HClO, 
oxydiert, da vielleicht der grofe Gehalt an organischer Sub- 
stanz der Ausscheidung des Quecksilbers hinderlich gewesen 
sein kinnte. Nach der Oxydation des Atherverdampfungsriick- 
standes mit Alkohol extrahiert, der Alkoholauszug verdunstet, 
in Wasser aufgenommen, filtriert. Resultat negativ. 

Versuch 13. 500 ccm menschlicher Harn, bei durch 
Salzsdure saurer Reaktion unter Zusatz von H,O, eingedampft, 
im iibrigen wie 11 bearbeitet. Resultat negativ. 

Die Versuche 11, 12 und 13 haben somit gezeigt, dab 
ein auf die Laslichkeit des Quecksilberchlorids in Ather be- 
griindetes Verfahren entweder gar kein Resultat hat oder ein 
sehr unbefriedigendes. 

Nach diesen Versuchen stand das Verfahren in den Grund- 
ziigen fest, da kein Versuch, bei welchem Eindampfen bei 
salzsaurer Reaktion, Oxydieren, Fillen mit Alkohol resp. bei 
menschlichem Harn Wiederholen des Fiillens mit Alkohol und 
Versetzen des alkoholischen Auszuges mit Ather, angewandt 
worden war, ein negatives Resultat gegeben hatte. Der Ver- 
such 11 hat gezeigt, daB man allenfalls auch ohne Oxydation 
auskommen kann, da er aber etwas anders ausgefiihrt ist, 
wie sonst, hielt ich es nicht fiir tiberfliissig, noch einen Ver- 
such hieriiber anzustellen. 

Versuch 14. 500 cem menschlicher Harn, bei durch 
Salzsiure saurer Reaktion eingedampft, mit Alkohol gefallt, der 
Alkoholauszug mit dem gleichen Volumen Ather versetzt usw. 
Resultat negativ. Es schien mir wiinschenswert, dem Ver- 
bleib des Quecksilbers nachzuspiiren. Es wurde daher sowohl 
der erste Alkoholniederschlag, als auch der Alkoholathernieder- 
schlag untersucht. 

Der erste Alkoholniederschlag in salzsaiurehaltiges Wasser 
gelegt, eingedampft, mit HCl und HCIO, oxydiert, mit Alkohol 
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extrahiert usw. Resultat negativ. Der Alkoholithernieder- 
schlag ebenso behandelt. Resultat positiv. 

Danach hat es augenscheinlich keinen Zweck, die Oxy- 
dation, die jetzt prinzipiell stets mit HCl und HCIO, vorge- 
nommen wurde, fortzulassen. Dagegen war noch ein anderer 
Punkt zweifelhaft. Es fragte sich, ob man notwendig den 
Harn direkt oxydieren muf, oder vielleicht mit der Oxydation 
des eingedampften alkoholischen Auszuges auskommt. Das 
letztere Verfahren wiirde den Vorzug haben, dafi die Oxy- 
dation leichter zu erreichen ist, da in diesem Falle die Oxy- 
dation der harnsauren Salze und der kolloidalen Substanzen 
fortfallt. Ferner war es wiinschenswert, die erforderliche Quan- 
titit vom Alkohol und Ather etwas genauer festzustellen. 

Versuch 15. 500 cem Kaninchenharn eingedampft mit 
50 cem Alkohol absolut. extrahiert, filtriert, etwas mit Alkohol 
nachgewaschen. Alkoholauszug verdunstet; bei der Oxydation 
ziemlich heftige partielle Explosionen, durch welche ein Teil des 
Materials herausgeschleudert wurde. Die oxydierte eingedampfte 
Masse mit 40 cem Alkohol aufgenommen, dazu ohne vorherige 
Filtration 60 ccm Ather, filtriert, verdunstet: Positive Reaktion. 

Der Vollstindigkeit wegen wird die noch etwas alkohol- 
haltige Salzfillung oxydiert: heftige Explosion mit starker 
Detonation und Feuererscheinung, durch welche das Material 
verloren geht. 

Versuch 16. 500 ccm Kaninchenharn ebenso, also ohne 
Anwendung von HCl -+ HClO,. Es werden alle Fiallungen und 
Losungen beriicksichtigt. 

a) Die Alkoholfallung besteht der Hauptsache nach 
aus Salzen, enthilt aber auch noch organische Substanz. Sie 
wird nach volliger Entfernung des Alkohols oxydiert, der Riick- 
stand mit 40 ccm Alkohol aufgenommen, dazu ohne Filtration 
60 cem Ather, der Atheralkoholauszug verdunstet usw. Posi- 
tives Resultat. 

b) Die Atheralkoholfillung gibt ein negatives Resultat. 

c) Die Alkohollésung verdunstet, nach volliger Ent- 
fernung des Alkohols oxydiert, mit 40 cem Alkohol extrahiert, 
dazu 60 cem Ather. 
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1. Das alkoholisch-iitherische Filtrat verdunstet usw. Po- 
sitives Resultat. 

2. Die Fallung enthilt kein Hg. 

Damit ist die zuletzt aufgeworfene Frage dahin beant- 
wortet, dab es zweckmabig ist, den Harn selbst zu oxy- 
dieren und nicht den alkoholischen Auszug (nach dem Ein- 
dampfen), da man sonst zu befiirchten hat, daf Quecksilber in 
den Alkoholniederschlag gerit, was sonst nicht vorkommt. 
SchlieBlich schien es mir erforderlich, die Quantitét der dem 
Harn zuzusetzenden Salzséure festzustellen oder wenigstens 
mit einer bestimmten Quantitat zu arbeiten und gleichzeitig 
die verschiedenen Ausziige und Niederschlige auf etwaigen 
Quecksilbergehalt zu untersuchen. Diese Versuche sind mit 


menschlichem Harn angestellt. 

Versuch 17. 500 ccm menschlicher Harn, 2 cem Salzséure von 
1,124 D. Direkte Oxydation (wie jetzt stets mit HCl und HCIO,); Ex- 
traktion mit 50 ccm Alkohol, Niederschlag I, Verdunsten, nochmalige Oxy- 
dation, Aufnahme in 50 ccm Alkohol + 60 cem Ather. Niederschlag II, 
Ather-Alkohol-Filtrat verdunstet. Beim Aufnehmen des Riickstandes in 
Wasser blieb ziemlich viel harzige Substanz in der Schale. Diese sei als 
Niederschlag HI bezeichnet. 

Die Untersuchung ergab: 

1. Die wiisserige LOsung des Verdampfungsriickstandes den atherisch- 
alkoholischen Auszug. Resultat positiv. 

2. Riickstand I und II vereinigt, in salzsiurehaltigem Wasser ge- 
list, eingedampft, mit Alkohol gefillt, der Auszug verdunstet. Die wasserige 
Lésung gab mit Zinnchloriir Triibung, die jedoch bei Zusatz von Salz- 
siiure und Erwarmen verschwindet. Keine Spur eines grauen Nieder- 
schlages am nichsten Tay, also Resultat negativ. 

3. Die harzige Masse in der Schale in Alkohol gelést, mit dem 
mehrfachen Volumen Wasser versetzt, bei mehrtagigem Stehen scheiden 
sich harzige Massen ab. Von diesen filtriert und abgedampft. Resultat 
negativ. SchliefMlich wurde noch die vom Alkohol nicht geléste harzige 
Masse, sowie die beim Stehen allméhlich ausgeschiedene in Natronlauge 
gelist, mit Salzsiure angesiuert, nach einigem Stehen und Schiitteln 
filtriert. Das klare Filtrat enthaélt kein Quecksilber. 

Versuch 18, Wiederholung von 17. Die Bezeichnungen sind 
dieselben, die Niederschlige wurden getrennt untersucht. 

1. Niederschlag I enthalt kein Quecksilber. 

Niederschlag II gleichfalls nicht. 
Der iitherisch-alkoholische Auszug verdunstet usw. gibt positive 


2 
3. 


Reaktion. 
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Es bleiben nur noch einige Einzelheiten zu besprechen. 

1. Der Zusatz von 2 cem Salzsiiure zu S500 cem sauer 
reagierendem Harn scheint ausreichend zu sein, in den friiheren 
Versuchen ist indessen meiner Schiitzung nach melir hinzugesetzt 
worden, augenscheinlich ohne Schaden: vielleicht ist sogar ein 
etwas groferer Zusatz vorteilhaft, ein Urteil dariiber ist sehwer 
zu gewinnen, jedenfalls ist darauf zu achten, dafi der Harn beim 
Kindampfen dauernd stark sauer reagiert. 

2. Die Oxydation mit HCl +- HCIO, erfordert einige Vor- 
sicht. Man darf nicht zu grofBe Quantitét HClO, auf einmal 
zusetzen (zweckmiihig ist es, die Saiure mit der Pipette einzu- 
tropfen). Das wire auch zweckwidrig, da alsdann Cl und ClO, 
entweichen, ohne zur Wirkung zu kommen. Wenn man mit 
Nampf arbeitet, tut man gut, den Dampf zeitweise beim Ein- 
triiufeln der Séure abzustellen. 

Irgend in Betracht kommende Explosionen habe ich nur 
zweimal erlebt, darunter allerdings eine sehr heftige, mit volligem 
Verlust des Untersuchungsmaterials. In beiden Fallen waren 
die der Oxydation unterworfenen Materialien noch etwas alkohol- 
haltig. Es ist nicht unmodglich, dai hier ein Zusammenhang 
besteht,!) und es empfiehlt sich jedenfalls, auf tunlichstes Frei- 
sein des Untersuchungsmaterials von Alkohol zu achten. 

3. Der benutzte Alkohol war anfangs solcher von 96°/o Tr., 
spater absoluter. Dieser méchte sich mehr empfehlen. 

4. Die wiisserige LOsung des Verdampfungsriickstandes des 
Atheralkoholfiltrates ist meistens stark getriibt, es gelingt aber 
durch ein dichtes Filter z. B. Schleicher und Schiill 590, ein 
ganz klares Filtrat zu bekommen, wenn man vorher die triibe 
Fliissigkeit noch warm in ein Reagenzglas giebt, die Miindung 
mit dem Daumen verschlieBt und heftig durchschiittelt, eventuell 
zwischendurch etwas abkiihlt. Die harzigen Massen kleben dann 
zusammen. Das Filtrat ist stets mehr oder weniger gelb, mit- 
unter briiunlich gefiirbt. 

5). St6rend erweist sich oft der Gehalt dieses Endfiltrates 


') Chlorsiiureiithylester scheint nicht bekannt zu sein, Unterchlorig- 


siureester und Uberchlorsiiureester sind beide sehr explosiv. Beilstein, 
Handbuch, Bd. I, 5S. 321. 
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an Phosphorsiiure. Bei Zusatz von Zinnchloriir fallt oft Zinn- 
phosphat als gelatindser Niederschlag aus, mitunter erst all- 
miahlich. Man muf} dann etwas Salzsiiure hinzusetzen und 
erwarmen. 

6. Falls Quecksilber vorhanden, tritt die Triibung nach Zu- 
satz von Zinnchloriir durchaus nicht immer sofort, sondern oft 
erst nach einiger Zeit ein. In jedem Fall ist es notwendig, 
das Reagenzglas bis zum niichsten Tage stehen zu lassen, denn 
die Triibung allein ist nicht entscheidend, sondern nur die Ab- 
scheidung des metallischen Quecksilbers in der typischen Form 
eines grauen Pulvers. Diese aber erfordert Zeit. Ein oder 
das andere Mal ist es mir vorgekommen, daf ich am niichsten 
Tage den Inhalt des Reagenzglases zu einer gelatindsen Masse 
von Zinnphosphat erstarrt fand. Dieselbe lost sich beim Er- 
wiirmen unter Salzsiurezusatz, jedoch nicht leicht. Beim Er- 
wiirmen ist Vorsicht nétig: man muf zuerst die oberen Partien 
erwirmen und allméhlich nach unten fortschreiten. Verfiihrt 
man umgekehrt, so kann es vorkommen, dal der Inhalt, ebenso 
wie bei den bekannten zu bakteriologischen Zwecken benutzten 
Agar-Rohrchen, explosionsartig herausgeschleudert wird. 

7. Ich komme endlich zu der Frage, wie das ausge- 
schiedene Quecksilber identifiziert werden soll. In den meisten 
iillen ist die Ausscheidung so charakteristisch, dab eine Iden- 
tifizierung nicht notwendig erscheint, indessen ist sie doch 
wiinschenswert. In vielen Fiillen ist es mir gelungen, aufer- 
ordentlich schone Quecksilberjodidbeschlige in Form eines zarten, 
ringformigen roten Anfluges von 6—10 mm Breite (Héhe) zu 
erhalten, aber nicht immer. Hierzu ist ein sehr sorgfiltiges 
Arbeiten erforderlich. Ich verfahre folgendermafen: das Reagenz- 
elas wird zuniichst vorsichtig mit salzsiurehaltigem Wasser auf- 
gefiillt. dann die Fliissigkeit soweit als mdéglich abgegossen, 
das Reagenzglas mit absolutem Alkohol gefillt, dann nach dem 
Abgieben und mdglichster Entfernung desselben voll Ather ge- 
gossen, dieser abgegossen, die noch hingengebliebenen Reste 
von Ather werden durch einen Luftstrom entfernt. In allen 
Fiillen ist es nétig, das Aufriihren des Quecksilbers mdéglichst 
zu vermeiden. Dies suche ich dadurch zu erreichen, dafii ich 
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das Reagenzglas fast horizontal halte und das Wasser resp. 
Alkohol und Ather an den oberen Rand des (ilases_ spritze. 
Nunmehr wird der Boden des Glases resp. der untere Teil des- 
selben erhitzt und das Quecksilber dadurch zur Sublimation 
sebracht, man treibt es einige Zentimeter weit herauf. Nach 
volligem Erkalten bringt man eine Spur Jod in das Reagenz- 
glas und erhitzt: es bildet sich der charakteristische rote An- 
‘lug von Quecksilberjodid. Auch in diesem Punkte besteht noch 
eine Klippe. Wenn die Entfernung des Zinns aus dem Reagenz- 
glas nicht vollstandig gelungen ist, kann sich beim Erhitzen mit 
Jod Zinnjodid bilden, das mit orangegelber Farbe sublimiert.?) 
ilierdurch konnen leicht Irrtiimer entstehen, und es ist in jedem 
Kalle wtinschenswert, sich davon zu tiberzeugen, dafi das Sub- 
limat in der Tat aus Quecksilberjodid besteht und nicht aus 
Zinnjodid. Zur Unterscheidung dient das verschiedene Verhalten 
beider zu Salzsiure. Zur Erzielung von Zinnjodidbeschligen 
wurden duBerst geringe Quantitéten von Zinnfolie — etwa ein 
annahernd quadratisches Stiickchen Stanniol von ca. 6 mm 
Seitenlinge — im Reagenzglas mit einer Spur Jod_ erhitzt. 
Man bekommt so leicht gelbe bis orangefarbene Beschlige von 
Zinnjodid. Diese Beschliige lésen sich mit der grébten Leichtig- 
keit in stark verdiinnter Salzsiure: es gentigt eine Mischung von 
| Volumen Salzsiiure von 25°/oiger HCl mit 9 Volumen Wasser, 
ja selbst 1 Volumen mit 19 Volumen Wasser. Fiillt man damit 
das vollig erkaltete Reagenzglas, so verschwinden die Bbeschlage 
momentan, dagegen ldsen sich Beschléige von Quecksilberjodid 
selbst in Salzsiure 1 Volumen -+- 1 Volumen Wasser, ja sogar 
in unverdiinnter Salzsaure von 1,124 D nicht, wenigstens nicht 
nach kurzer Einwirkung.?) 


') Auffallenderweise habe ich stets rotes Quecksilberjodid erhalten, 
nicht gelbes. 

2) Auch wenn man Zinkstaub oder ein Stiickchen feinmaschiges 
Messingdrahtnetz im Reagenzglas mit Jod erhitzt, erhalt man gelbliche 
beschlige, wenn auch in geringer Quantitét. Die Natur dieser Beschlage 

Zinkjodid ist farblos — muf ich dahingestellt sein lassen, Jedenfalls 
ldsen sie sich gleichfalls in der angegebenen verdiinnten Salzsiéure. Es 
ist wohl nicht zweifelhaft, daf diese Beschlage sich auch bilden miissen, 
wenn man den Nachweis nach Fiirbringer fiihrt oder einer ahnlichen 
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Zur weiteren Bestiétigung dient das Verhalten der zuerst 
mit der verdinnten Salzsiure behandelten Beschlage zu Alkoho!: 
sie lisen sich in diesem mit grofer Leichtigkeit auf. 

Wie weit die Methode reicht, habe ich vorlaufig nicht 
genauer untersucht, nur soviel festgestellt, daB man auf dem- 
selben Wege auch 1 mg Quecksilberchlorid = 0,75 mg Queck- 
silber in 500 cem menschlichem Harn nachweisen kann, die 
Ausscheidung des Quecksilbers nach dem Zusatz von Zinnchloriir 
nimmt ca. 24 Stunden in Anspruch. 

Ks ist wohl nicht zweifelhaft, da’ man die Ausscheidung 
des Quecksilbers aus der «Endl6sung» auch auf einem anderen 
Wege herbeifiihren kann, der die fiir die schliefliche Uber- 
fiihrung in Quecksilberjodid groébere Bequemlichkeit und Hand- 
lichkeit bietet. Dieser Punkt soll noch untersucht werden. Zum 
SchluB seien die einzelnen Etappen des Verfahrens noch einmal 
zusammengefabt : 

1. Kindampfen des bis zur stark sauren Reaktion mit Salz- 
siiure versetzten Harns zuerst auf freiem Feuer, dann auf dem 
Wasserbad resp. Dampfbad oder von vorneherein auf diesem 
bis zur beginnenden Ausscheidung von Salzen. Fir norma! 
sauren Harn scheint der Zusatz von 2 ccm Salzsiiure von 25°)» 
zu )00 cem Harn zu geniigen. Ein Plus diirfte nicht schaden. 

2. Oxydation mit Salzsiure und Chlorsaure. 

53. Extrahieren mit Alkohol, Filtrieren und Verdampfen. 
eventuell nochmalige Oxydation (Vorsicht!) und Eindampfen, 
Aufnehmen mit 40 cem Alkohol absolutus, Zusatz von 60 ecm 
Ather, Abfiltrieren des Atheralkoholauszuges nach kurzem Stehen. 
Bei Kaninchenharn geniigt es oft, nur einmal mit Alkohol zu 
behandeln, augenscheinlich, weil er weit diinner ist. 

4. Verdampfen des Alkohol—Atherauszuges, Aufnahme mil 
ca. 10 ecem Wasser, starkes Schiitteln, Filtrieren durch ein 
dichtes Filter (Schleicher und Schill 590). 


). Zusatz von ea. Dd Tropfen einer konzentrierten mit Salz- 


Methode, bei der die Anwendung von Messing in Frage kommt, und es 
ist mir sehr wahrscheinlich, dafi sie Ofters zur fiilschlichen Annahme 


von Quecksilbergehalt gefiihrt haben. 
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siure angesiuerten Losung von Zinnchloriir, Zusatz von etwas 
mehr Salzsiéure, falls sofort Triibung oder Niederschlag eintritt. 

Ist das Hesultat negativ, so kann man der Sicherheit 
wegen noch den ersten Alkoholniederschlag in salzsiiurehaltigem 
Wasser losen, filtrieren, die Losung eindampfen, eventuell 
nochmals oxydieren, mit Alkohol fiillen, Ather zusetzen usw. 
Spuren von Quecksilber finden sich mitunter in dem _ ersten 
Alkoholniederschlag, dagegen eriibrigt sich die Untersuchung 
der Alkohol-Atherfiillung, wenigstens habe ich in dieser bisher 
kein Quecksilber gefunden. 

Anmerkung bei der Korrektur. —- Die Vermutung, dab 
man die Ausscheidung des Quecksilbers aus der «Endlésung» 
auch auf einem anderen Wege werde herbeifiihren konnen, 
der fiir die schlieBliche Uberfiihrung in Quecksilberjodid gribere 
Bequemlichkeit bietet, hat sich inzwischen durchaus bestiatigt. 
Das Verfahren werde ich alsbald zugleich mit den Versuchen 
iiber die Empfindlichkeitsgrenze in einem Nachtrag angeben. 








Uber die Lokalisation von Betain in Pflanzen. 
Von 


Vi. Stanek. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Mai 1911.) 


Wiihrend ich das Vorkommen von Betain bei Chenopo- 
diaceen untersuchte,!) wurde mir die ungleichmabige Verteilung 
dieser Base in den verschiedenen Pflanzenteilen auffallend. Es 
war mir damals um den qualitativen Nachweis von Betain in 
einzelnen Vertretern der Chenopodiaceae zu tun, und es ge- 
langten ohne Auswahl sowohl ganze Pflanzen, als auch nur 
die Blatter, oder meistens die Samen zur Untersuchung. Die 
grofite Menge von Betain wurde in den Blattern gefunden (3,78 °/o 
bei Atriplex canescens), die geringste (0,14°/o) in den Samen 
von Corispermum Marschall. 

Nun habe ich mich auch zur Lésung der Frage iiber die 
Verteilung von Betain in den einzelnen Pflanzenorganen ge- 
wendet, indem ich hoffte, in dieser Weise einigermaben zur 
Aufkliirung der bis jetzt unbekannten Rolle zu gelangen, welche 
diese Substanz im Leben der Pflanze spielt.?) 

Bei der analytischen Untersuchung habe ich wiederum 
die Fiaillung der Perjodide mit Jodjodkalium*) angewendet, jedoch 
die Methode in den Einzelheiten etwas modifiziert, und nach 
der nachfolgenden Vorschrift gearbeitet. 

Die getrocknete und gepulverte Substanz (5—50 g) wurde 


') Zeitschrift f. Zuckerindustrie, 1910, Nr. 5 (gemeinschaftlich mut 
kK. Domin). 

2) Ich habe diese, sowie die Arbeit iiber die Wanderungen von 
Betain in Pflanzen gréfMenteils abgeschlossen, als mir der Aufsatz von 
K. Schulze und G. Trier (Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 46) bekannt 
wurde. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 280; Bd. XLVI, 8. 83: Bd. XLVIII, 
S. 334: Bd. LIV, S. 354. 
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mit der 10—2O0fachen Menge von absolutem Alkohol entweder 
dreimal ausgekocht, oder in dem Apparat von Poupé extra- 
hiert, das Extrakt mit etwa 5°/o Natron alkalisiert und der 
Alkohol abdestilliert. Der Riickstand wurde in etwa 100 ecm 
Wasser aufgeldst und bei Siedehitze eine Kupferchloridlésung 
bis zum Verschwinden der alkalischen Reaktion auf Phenol- 
phthalein zugetropft. Der Niederschlag, welcher nebst den Pro- 
teinen eine Reihe von anderen Verbindungen enthiilt, wurde 
am Biichnerschen Filter abgesaugt, mit Wasser gewaschen, 
das Filtrat mit Sodaldsung schwach alkalisiert und am Wasser- 
bade zur Trockene abgedampft. Wihrend des Abdampfens 
scheidet sich fast alles vorhandene Kupfer als Kupferoxydul 
ab. Der Abdampfriickstand wurde in 50 cem einer kaltgesiittigten 
Kochsalzlésung aufgelést, abfiltriert, das Filtrat nach dem An- 
siuern mit etwa 5°/o Salzsiure mit tiberschiissigem Kalium- 
trijodid ausgefallt. In den meisten Fiillen entsteht ein krystalli- 
nischer Niederschlag oder ein Ol, welches bald krystallinisch 
erstarrt. Hie und da scheidet sich der Niederschlag schmierig 
ab und labt sich nicht gut filtrieren. Friiher habe ich in solchen 
fallen durch einen reichlichen Zusatz von festem, gepulvertem 
Jod nachgeholfen, nun habe ich nachgewiesen, dal auch die 
ganz Oligen Abscheidungen, welche z. B. bei keimenden Pflanzen 
vorkommen, durch starkes Abktihlen gut filtrierende Krystalle 
liefern. Falls bei der Fallung mit Kaliumtrijodid der Nieder- 
schlag sich schmierig oder Olig zeigt, braucht man nur die 
Mischung etwa eine Stunde lang mit Eiswasser oder Kilte- 
mischung abzukiihlen, worauf die gebildeten Krystalle sich leicht 
auswaschen lassen. 

Den abgeschiedenen Niederschlag der Perjodide wiischt 
man dreimal mit je 5 ccm einer gesattigten Kochsalzlésung 
(notigenfalls abgekiihlt) aus. Zu dem Zwecke spiilt man den 
Niederschlag samt Mutterlauge auf ein Wittsches Plattchen ab. 

Nach dem Durchwaschen wird der Niederschlag in einer 
kleinen Porzellanschale mit nafem Molekularkupfer verrieben, 
am Wasserbade unter zeitweigem Verreiben eine halbe Stunde 
lang erwirmt, mit Wasser verdiinnt und an der Wittschen 
Platte durch Papier abfiltriert. 
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Der Riickstand wird zehnmal mit je 5 ccm kaltem Wasser 
ausgewaschen. Das Filtrat wird am Wasserbade zur Trockne 
gebracht und der Riickstand nochmals nach Zusatz von 10 ecm 
konzentrierter Salzsiure abgedampft. Dadurch werden einige 
mitgerissene Substanzen zersetzt und die erhaltenen Chlor- 
hydrate sind dann farblos. Nach dem Abdampfen mit Salz- 
siiure lOst man in 25 ccm Wasser auf, filtriert durch einen 
kleinen Filter, neutralisiert das Filtrat (mit Waschwasser etwa 
d0 ecm) mit Soda, setzt ca. 1 g Natriumbicarbonat hinzu und 
scheidet das Cholin mit einer gesiittigten LOsung von Jod in 
10°/ciges Jodkali ab. Nach 6 Stunden wird wiederum mit Hilfe 
der Wittschen Platte abgesaugt, das Filtrat auf etwa 50 ccm 
abgedampft, mit Salzsaure angesiuert, mit Kochsalz gesiittigt 
und mit Kaliumtrijodid gefallt. Nach einer Stunde wird das 
Perjodid abfiltriert, fiinfmal mit je 5 ccm einer gesiittigten 
Kochsalzlésung und zweimal mit 2,5 ccm kaltem Wasser aus- 
gewaschen und wiederum mit molekularem Kupfer zersetzt. 
Man setzt dabei etwas kohlensaures Kupferoxyd hinzu, welches 
das Betainjodhydrat zersetzt und die freie Base abscheidet. 
Das Filtrat von Kupferjodiir wird mit Salzsiure angesiiuert 
und trocken abgedampft. Das erhaltene reine Betainchlor- 
hydrat wird durch Bestimmung der Aciditét und des Stick- 
stoffgehaltes, eventuell auch noch durch Uberfiihren in das 
Chloraurat identifiziert. 

In dieser Weise wurde der Betaingehalt der einzelnen 
Pilanzenorgane ermittelt. In einigen Fallen wurde auch die 
‘Trockensubstanz und der gesamte Stickstoff nach Jodlbauer 
bestimmt, um das Verhiltnis zwischen dem betain, Wasser 
und Stickstoff zu erkennen. 

In dieser Arbeit werden nur die Ergebnisse bei normalen, 
erwachsenen Pflanzen bezw. Organen_ berticksichtigt. In An- 
betracht des schwankenden Wassergehaltes wurden die Re- 
sultate auf Trockensubstanz umgerechnet. 

Die Versuche wurden mit Lycium barbarum, Zuckerriibe, 
Weizen, Atriplex canescens und Amarantus retroflexus aus- 


gefiihrt. 
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1. Beta vulg. sacchar. 





°'o vom %o vom Auf 100 Teile 


a! Stick- vomgesamte 
. Datum  Betain stoff in Stickstoff . An 
Pflanzenteile in der : paling 
der kommen °o 


der Ernte 'Tyacken. © merkung 
lrocken- Trocken- vom Betain- © 


substanz substanz © stickstolf 





Samenknaéuel . .) 5.9.1908 1,20 1,80 6.80 ) Dieselben 
Reine Samen') . 5.9.1908 0,18 3,90 O05 j Pilanzen. 
Blatter ... . .|17.8.1909) 2,62 3,56 770 
; bees ; ae Dasselbe 
Blattstiele . . . . /17.8.1909) 1,38 | 1,00 14.40 
’ _ i 7 Exemplar. 
Wurzel . ... . {17.8.1909| 0,95 1,30 7 60 


_-_ 


Kineandere Wurzel 20.9.1910 1.20 140 [8.80 


2. Lycium barbarum. 











% vom %o vom AuftooTeile Auf 100 








Datum ai tt 
Vv . oir a0) U- a hl . 
. ! Betain  Stick- | vom g eile An- 
= | des |, stoff in  samten : 
Pflanzenteile | _ lrocken- in der as Stickstor Wasser 
Sammelns ye a del tap enniy 0 merkung 
| substanz| TOCK€™ Trocken-| “/o Betain- bs | ° 
| =6©.1909 substanz substanz stickstoff — Betain 
lunge Blatter . .| 15. 4. _ 3,91 | 6,83 5,90 — 
Alte > e+] 5&9. - 162 3.55 4,70 
Blitter .....| 26.8 | 96 | 296 | 229 | 10,70 | 293 | Von 
7 ..| 15.6 9 ( 24 3,09 7,00 2,96 
, ie 15. 6. 49,0 2,41 iy ms an denselben 
Bliiten ohne Kelch | 3.—30. 6. — 20,7 150 | 4,34 3,60 1,89 
SproMlinge ...| 15.6. 26.9 1,55 2,07 D.80 2.12 Striauchern. 
Rulenrinde . . .! 15.6. 39.2 , 049 | 3,64 1.4) 0,80 
WS se ancal 28 57,3 0,12 | 1,09 1,50 0,30 


') Die reinen Riibensamen, aus einer grofen Menge von zerdriickten 
Knaueln ausgelesen. wurden mir durch die Giite des Herrn J. Zapotil, 
Riibensamenziichter in VétruSic, zur Disposition gestellt. 
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3. Triticum vulg. in der Bliitezeit. 








~<a 


Auf 100 Teile 






























































Datum or %o Betain */o Stick- Aul 
; i Pa _ | stoff | vom gesamten = 100 7, 
. des ma | in der | . bs 
Pflanzenteile |_ l'rocken- Trock _ in der Stickstoff =| Wass» 
Sammeins | rocken- | Trocken- | °/) Betain- 0), 
substanz | _ bst é; 
1908 | SubStanz | substanz stickstoff Betai 
Blatter 32.5 0.81 3.52 23 12 
Halme fy ee 9. 33,5 | 0,30 1.40 2.2 04 
Ahren . . | 32,1 | 0,28 2.30 1.3 O41 
Reifes Korn . 90.3 0,09 2.70 0.34 (4 
4. Atriplex canescens. 
a _— ———— a ae eS ere 
Pr Datum 01 | °/o Betain Auf | A 
anzen- ls it | An- 
| des Trocken- | in dex 100 Teile | 
organe ‘Sammelns . | Trocken- | Wasser | merkungen 
| substanz |_| Las af 
1909 | substanz | °/o Betain 
| } | 
Alie Blatter | 15.9 25,1 3,20 4,27 VVon demselben 
Junge » | 28.5 26,0 5,40 7,40 |f{  Strauche 
| | : 
4 . : Holzreiche 
nge 30. ! 35,0 212 =| (C | ~ 
Stengel 30.5. 3D, 2.1 3,16 | Stengel. 
Rinde 30. 5. 45,2 2,82 1,50 | 
5. Amarantus retroflexus. 
Datum des | °/o Betain in | 
Pflanzenteile Sammelns | der Trocken- | Anmerkung 
1908 substanz 
Reine Samen (),22 | 
Samenhiillen . 1,32 | Das Material von 
| 
Blatter 10. 9. | 2,16 Pflanzen aus dem- 
Stengel 1,08 -selben Fundplatze. 
Wurzel ...... | 0.48 
Nebst diesen Ergebnissen einer systematischen Unter- 


suchung der Verteilungsart von Betain in Pflanzen will ich 
noch einige Befunde anfiihren, welche ich waéhrend der Arbeit 
liber das Vorkommen von Betain in Chenopodiaceen erhielt. 
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Falls namlich die untersuchte Chenopodiacee allzu geringe 
Mengen von Betain in den Samen zeigte, habe ich auch die 
Blatter der Pflanze analysiert und nur die ermittelte hodhere 
Zahl in der zitierten Arbeit angefiihrt. 














°%/o Betain in 





Gattung Pflanzenteile | der Trocken- | Anmerkungen 
substanz 
Amarantus caudatus Samen | 0,14 . 
. | Dieselbe Pflanze. 
Blatter | 2,18 
Beta maritima Kniuel | 0,20 
” » 
Blatter | 2,29 
Spinacia oleracea Samen | (),12 | Verschiedene 
Blitter | 1,90 Herkunft. 
i 
" ‘ . et | . j 
Hablitria tamnoides Samen Spuren Im Glashause vom 
ganze Pflanze, 1,00 | Samen geziichtet. 
| | 
Beta trigyna Blatter | 2,10 
. | Dieselbe Pflanze. 
Wurzel 1.30 
; , os 
Chenopodium foetidum, Samen | 0 Junge Pflanzen aus 
ganze Pflanze 1,44 _ dem Glashause. 


Die angefiihrten Ergebnisse zeigen, dafi die Verteilung 
von Betain in der Pflanze eine sehr ungleichmiifige ist. Den 
groften Gehalt findet man in den Bliittern, und zwar viel mehr 
in den jungen Friihlingsblattern als in den alten Blattern im 
Herbst. Auch die jungen, griinen Sprodflinge sind ziemlich 
betainreich. Die Rinde (bei Lycium und Atriplex), obzwar 
noch saftig und unterhalb der braunen Oberflaiche griin, hat 
schon weniger davon, und im Holz findet man nur noch un- 
bedeutende Mengen. Die Wurzel von Amarantus hat nur 
0,48%'o gegen 2,16°/o in den Blittern, wahrend die Wurzel 
der Zuckerriibe, welche als eine Reserveorgan fungiert, in der 
Trockensubstanz 0,95-—1,20°/o enthalt gegen 2,62°/o in den 
blattern desselben Exemplares. 

Ziemlich auffallend ist der geringe Gehalt von Betain in 
reinen, enthtilsten Samen. Es wurden nur Spuren davon ge- 
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funden (Beta vulg., Spinacia oler., Hablitria tam.) oder iiber- 
haupt nichts (Chenopodia foet.), und sofern vorhanden, wurde 
das Betain auf die Samenhiillen beschrinkt (Beta, Amarantus 
retrofl.). 

Zwischen dem Gehalte von betain und Wasser konnte 
ich keinen Zusammenhang nachweisen: bei Lycium stellt sich 
das Verhiiltnis von Betain und Wasser im Holz: 1,4: 100; in 
der Rinde: 1,5:100; in den Blattern: 4,7—10,7:100. Auch 
das Verhiiltnis zwischen Betainstickstoff und gesamtem Stick- 
stoff zeigte keine Regelmiibigkeit, bei Beta vulgaris stellt es 
sich: in reinen Samen zu 0,05: 100; in den Bliattern zu 7,7: 100: 
in den Blattstielen sogar zu 14,4 : 100. 

Im grofen ganzen ersehen wir aus der Art der Ver- 
teilung von Betain in Pflanzen, dab es an der Stelle der 
regsten physiologischen Tétigkeit — in den Blattern — an- 
gehiiuft ist. Diese Tatsache, sowie auch der Umstand, dal 
junge Bliitter mehr davon enthalten als alte Herbstbliitter, 
welche ihre Funktion bereits abschlieBen, und dab es im Holz, 
dessen Zellen nur noch eine ganz beschriinkte Funktion zeigen, 
mehr oder weniger verschwindet, lassen die Vermutung nahe, 
dais dem Betain eine ganz wichtige Rolle in dem Stickstoff- 
umsatz der Pflanze zukommt. 

Dies beweist auch der hohe Betaingehalt der Zucker- 
riibenwurzel (bis 1,2°/o der Trockensubstanz),!) welche gewil 
fiir die Pflanze wichtiger ist, als die Wurzel des einjihrigen 
Amarantus mit 0,48°/o. 

Da die reinen enthiilsten Samen auch bei sonst ver- 
hiltnismiéibig betainreichen Pflanzen nur sehr wenig Betain 
enthalten, kann dasselbe auch keineswegs als ein stickstoff- 
haltiger Samenreservestoff gelten. 

In meinem niichsten Aufsatze werde ich die Resultate 


') Uber die Lokalisation von Betain in der Zuckerriibenwurzel hat 
J. Urban (Zeitschr. f. Zuckerind., 1907 [6]) Untersuchungen angestellt und 
eine Steigerung des Gehaltes gegen die Oberfliche zu nachgewiesen. Das 
innere Drittel der Wurzel enthielt 0,184 °/o, das zweite 0,28 °/o, das aufere 
samt Rinde 0,30°%o; die Spitze 0,22°/o, das mittlere Stiick 0,21 °/o, der 
Kopf 0.28° 0 bei etwa 22° o Trockensubstanz. 
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meiner Untersuchungen tiber die Wanderungen von Betain bei 
einigen Lebensfunktionen der Pflanzenorgane veriffentlichen. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, an dieser Stelle Herrn 
Dr. K. Domin, Dozenten der béhmischen Universitat, und 
Herrn J. Zapotil, Riibensamenziichter, meinen besten Dank 
abzustatten fiir die freundliche Besorgung des notwendigen 
Pflanzenmaterials. 


Laboratorium der Versuchsstation fiir Zucker- 
industrie in Prag. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXII. od 





Uber Desamidierungsvorgange im Blute normaler und schild- 
driisenloser Tiere. 


Ein Beitrag zur Kenntnis der Funktionen des Schilddrusen- 
apparates. 


Von 


A. Medwedew. 


Mit neun Diagrammen und einer Abbildung im Text. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Universitat zu Odessa.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Mai 1911.) 


Wenn man Blut, dessen Koagulationsfahigkeit durch oxal- 
saure Salze beseitigt ist, unter Beobachtung vollstaéndiger Asepsis 
bei Temperaturen, die der KOrpertemperatur naheliegen, sich 
selbst tiberlaBt, so kann in demselben nach Verlauf von 20 bis 
24 Stunden eine bedeutende Erhdhung des Ammoniakgehaltes 
konstatiert werden. Diese Erscheinung, welche, soweit mir be- 
kannt, bis jetzt nicht beobachtet worden ist, unterliegt ganz 
merkwiirdigen Gesetzmibigkeiten, deren niihere Erorterung Zweck 
vorliegender Abhandlung ist. Einige Erwagungen, die weiter 
unten angegeben werden sollen, veranlaBten mich, die Verhalt- 
nisse des Ammoniakgehaltes an Tieren unter drei verschiedenen 
Versuchsbedingungen zu studieren: an normalen, gesunden 
Tieren, dann an Tieren, die eine sehr lang andauernde Hunger- 
periode iiberstanden hatten, und, endlich an Tieren, bei denen 
der Schilddriisenapparat entfernt worden war. 


Versuchsanordnung. 


Bei der Bestimmung des Ammoniaks benutzte ich das Vakuum- 
destillationsverfahren in der Form, in welcher dasselbe von Folin, ') 


'' Otto Folin, Eine neue Methode zur Bestimmung des Am- 
moniaks im Harne und anderen tierischen Fliissigkeiten. Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXVII. S. 161 (1902). 
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Schittenhelm') und Kriger und Reich®) ausgearbeitet worden war. 
Ks erschien mir zweckmiafig, dabei einige Abanderungen einzufiihren, 
welche die Genauigkeit der zu erhaltenden Resultate erhdhen. 


a 
Ss ad rey’ 
tens ee Ho ——— 4 
“) fa Pd Ms 
) L | (7 
(oH, ‘7 
‘ait 
| | 

















Fig. I. 


Das Volumen des Destillierkolbens (Fig. 1) betragt ungefahr 1 1; 
als Destillationsvorlage dient eine Peligot-Réhre, deren 4 gréfere Kugeln 
im ganzen ca. 360 ccm fassen und die fiinfte kleine ungefahr 10 ccm. 
Beide GefiafKe stehen in Verbindung durch das doppelt gebogene Rohr d, 
welches mit der Sicherheitsvorrichtung d, und dem Hahn H, versehen 
ist. In die Peligot-Réhre tut man 10 ccm "/s-H,SO, und 20—30 ccm 
Wasser. Das Blut wird durch einen Trichter mit lang auslaufendem Ende 
in den Destillierkolben gegossen. Nachdem die Trichterwand sorgfaltig 
mit dem ungefiihr gleichen Volumen einer Liésung abgespiilt ist, von 
welcher 100 cem 30g NaCl und 6 g Na,CO, enthalten, wird der Kolben 
mit einem Pfropfen verschlossen, in welchen das Rohr d und das Ausfluf- 
rohr des Scheidetrichters hineingefiigt sind; die Hahne H, und H, werden 
geschlossen, der Kolben wird bis zum Halse in ein Wasserbad hinein- 
gestellt und in dieser Stellung fixiert. Dann verbindet man das Destil- 
lationsrohr mit der Peligot-Rohre, befestigt letztere und umgibt sie mit 


') Alfred Schittenhelm, Zur Methode der Ammoniakbestim- 
mung. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 73 (1903). 

2) M. Kriiger und O. Reich, Zur Methode der Bestimmung des 
Ammoniaks im Harne. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 165 (1903). 


27" 
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einer Kaltemischung, indem man das Kiihlgeféf von unten hinauf fiihrt. 
SchlieMlich tut man noch in den Scheidetrichter ungefihr 110 ccm Athyl- 
alkohol. 

Dann beginnt man mit dem Auspumpen der Luft. Zunichst ent- 
fernt man die Luft aus der Vorlage bei verschlossenem Hahne H,; nach- 
dem das geschehen ist, schlieSt man den Hahn H, und gleicht, durch 
vorsichtiges Wenden des Hahnes H,, den Druck in allen Teilen des 
Apparates aus. Hierauf wird der Hahn H, wieder geschlossen, die Luft 
von neuem aus der Vorlage entfernt, der Druck ausgeglichen usw. Diese 
Manipulationen werden solange fortgesetzt, bis der Druck im Apparate 
schlieflich nur noch ungefihr 40 mm betraigt; dann 6ffnet man die 
Hiihne H, und H, und pumpt die Luft gleichzeitig aus allen Teilen des 
Apparates aus. Wenn der Druck bis auf ca. 2s—20 mm gesunken ist, 
beginnt die Fliissigkeit im Destillierkolben zu schiumen, bisweilen ziem- 
lich stark. Ist dieses der Fall, so 6ffmet man den Hahn H, des Scheide- 
trichters und aft Alkohol in den Kolben fliefen mit einer Geschwindigkeit 
von ungefahr 100 Tropfen in der Minute; das Schiumen hort dann sofort 
auf. Zu gleicher Zeit erwarmt man schnell das Wasser im Wasserbade. 
Noch bevor das Wasser bis auf 40° erwarmt ist, ist im Apparate schon 
die grof$tmégliche Luftverdiinnung erreicht. Dann schlieBt man den Hahn 
H, und Jat die Destillation im Laufe von 40—45 Minuten vor sich gehen. 
Die Temperatur erhilt man hierbei konstant auf 42° und léft ununter- 
brochen Alkohol aus dem Scheidetrichter hinzuflieken mit einer Ce- 
schwindigkeit von 80—100 Tropfen in der Minute. Von Zeit zu Zeit Offnet 
man den Hahn H, auf einige Sekunden, um den Grad der Evakuierung 
unter Kontrolle des Manometers aufrecht zu erhalten. Nachdem der 
Alkohol bis auf wenige Kubikzentimeter aus dem Scheidetrichter ausge- 
flossen ist, schlieit man den Hahn H, des Scheidetrichters, setzt die 
Destillation noch einige Minuten fort und leitet schlieflich durch den 
ganzen Apparat einen von CO, und NH, freien Luftstrom. 

Im Laufe der Destillation gelangen ca. 100 ccm Alkokol in den 
Kolben. In der Peligot-Roéhre vergréfert sich hierbei das Fliissigkeits- 
volumen auf 100—120 ccm, und zwar hauptséachlich auf Kosten des 
Alkohols. 

Der Inhalt der Vorlage wurde unter Anwendung von Lackmoid- 
Malachitgriin titriert; dieser Indikator erwies sich zweckmiifiger als das 
alizarinsulfosaure Natrium. Bereitet man eine Lésung des Lackmoid-Mala- 
chitgriins von derartigem Gehalt, daf’ Wasser durch dieselbe mit einem 
Stich ins Blaue violett gefirbt wird, so verschwindet die violette Farbe 
beim Verdiinnen des Wassers durch Alkohol, und die Fliissigkeit erscheint 
rein blau gefirbt; diese Firbung verindert sich auch nicht nach weiterem 
Alkoholzusatz. Ein Tropfen ®/10-H,SO,, zu einer solchen rein blau ge- 
fiirbten Fliissigkeit getan, veraindert die Farbung, indem ein unbestimm! 
rot-violetter Farbenton von geringer Scharfe entsteht; nach Zusatz von 
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einem Tropfen ":0-NaOH geht letztere Firbung wieder in rein blau iiber 
ohne violetten Stich. Einerseits die Bestimmtheit und Schirfe der Farbe 
von neutralen und alkalischen Lésungen, anderseits aber die unbestimmte 
und wenig scharf ausgeprigte Farbung bei sauren Lisungen — wenn die 
Fliissigkeit in beiden Failen 50 und mehr Volumprozente Alkohol enthalt 
— lassen bei diesem Indikator, was Genauigkeit und promptes Anzeigen 
anbetrifft, nichts zu wiinschen tibrig. Hat man die Lésungen von Siure 
und Alkali vermittelst Phenolphthalein eingestellt, so mufs bei Anwendung 
von Lackmoid eine Korrektur angebracht werden. So, z. B. entsprachen 
10 cem "/s-H,SO, ++ 50 ccm Alkohol bei Anwendung von Phenolphthalein 
genau 20 ccm, bei Anwendung von Lackmoid aber nur 19,82 ccm derselben 
n/1o-NaOQH-Lésung. 

Das Abmessen der Séure in die Vorlage, desgleichen auch die 
Titration geschah vermittelst besonderer Biiretten, die in 0,02 ccm geteilt 
waren. 

Durch Anwendung gréferer Mengen von Alkohol und durch ununter- 
brochenes Zufliefhen desselben in den Destillationskolben werden folgende 
Vorztige erreicht: 

1. Wird die Evakuierung des Apparates erleichtert. 

2. Wird in verhiltnismifig kurzer Zeit ein vollstiindiges Uber- 
destillieren des NH, erreicht. 

3. Die Genauigkeit der Titration wird erhéht, und zwar durch das 
oben erwéhnte eigentiimliche Verhalten des Indikators bei wiasserig- 
alkoholischen Fliissigkeiten. ') 





Bei meinen Untersuchungen hatte ich hauptsachlich im Auge, den 
zeitlichen Verlauf der Ammoniakentwickelung in den verschiedenen Blut- 
sorten niher zu verfolgen. Zu diesem Zwecke war es erforderlich, an 
verschiedenen Portionen eines und desselben Blutes eine Reihe von Am- 
moniakbestimmungen auszufiithren im Laufe von 24—30 Stunden. Die 
NH,-Werte wurden auf Grund folgender Wagungen und Berechnungen 
gefunden : 

1. Einige hundert Kubikzentimeter Blut wurden aseptisch aus der 
a. femoralis in einen diinnwandigen Erlenmeyer-Kolben aufgenommen, 
in welchen zuvor eine Lésung getan war, von der 100 ccm 0,9 g NaCl 
und 6 g wasserfreien neutraien Kaliumoxalates enthielten; von dieser 
Losung wurde eine derartige Menge verwandt, dafi der Oxalatgehalt des 
in Arbeit zu nehmenden Blutes ungefahr 0,2 °/o betrug. 

Das oxalathaltige Blut wurde in Portionen von 40—100 ccm in 
eine Reihe sterilisierter diinnwandiger Erlenmeyer-Kolben von 100 


') Methylalkohol habe ich nicht angewandt, da ich mich tiberzeugt 
hatte, daf\ die Handelspraparate — auch die besten Sorten — oft NH, 
in wahrnehmbarer Menge enthalten. 
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bis 150 ccm Inhalt gegossen, welche mit festschliehenden Glasstipseln 
versehen und graduiert (in 25—50 ccm) waren. Eine von diesen Portionen 
wurde sofort (10—12 Minuten nach der Blutentnahme) analysiert, die 
anderen Proben nach einigem Verweilen im Thermostaten bei 36—37°. 
Unmittelbar vor jeder Bestimmung wurde das entsprechende Kélbchen 
mit Blut gewogen und, wihrend der Destillation, dasselbe Kélbchen mit 
dem Blutreste. Alle Wagungen wurden mit einer Genauigkeit bis zu einem 
Milligramm ausgefiihrt. 

2. Bei der Berechnung kommen folgende Daten in Betracht: 

a) Das Gewicht des Gefiffes, in welches das Blut aus der Arterie 
aufgenommen war, —So. 

b) Das Gewicht desselben Gefiffes mit der Oxalatldsung — qo. 

c) Das Gewicht ebendesselben Gefaiffes mit dem Blutreste nach 
Verteilung des Blutes in einzelne Portionen — ro. 

d) Fiir jede einzelne Portion: 

Das Gewicht des leeren, fiir die Aufnahme dieser Portion bestimmten 
Gefafes —Sn. 

Das Gewicht desselben Gefaiffes mit dem Blute —kn. 

Das Gewicht ebendesselben Gefafies mit dem Blutreste — rn. 

3. Aus diesen Daten ergeben sich bei Anzahl der Fraktionen = n 
folgende Zahlen: 

a) s = (k,—s,) + (k,—s,) +. . . + (kn—Sn) -+ (ro—So). 

b) q = qo—So. 

c) Die Differenzen: (k,—r,), (K,—r,),- . - (Kn—rn). 

4. Durch Titration des Inhaltes der Vorlagen werden Werte n,, 
n,,+ + »Mn gefunden, deren jeder die Anzahl von Kubikzentimetern de: 
durch NH, neutralisierten "/10-H,SO, fiir die entsprechende Vorlage aus- 
driickt. 

Auf Grund der aufgezihlten Daten wird die NH,-Menge in Milli- 
grammen auf 100 g Blut fiir jede gegebene Fraktion nach folgender Forme! 
berechnet : 


[7 «ta «8 


Au = . 100. 


(s—q) (kn—rn) 


Uber den Ammoniakgehalt im frisch entnommenen Blute normaler 
und thyreoidektomierter Tiere. 


Folgende drei Tabellen enthalten die Werte, welche 
erstens fiir normale Tiere gefunden wurden, ferner fiir solche 
mit vollstiindiger Thyreo-parathyreoidektomie und_ schlieBlich 
fiir Tiere, die sich in sehr lange andauerndem Hungerzustande 
(bei Wasser) befanden. In allen Fallen wurde das Blut aus 
der a. femoralis genommen und 10—12 Minuten nach dem 


Aderlasse untersucht. 
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Ammoniakgehalt im Blute normaler Tiere. 
aT NEMREOSE SIE a | LS 
NH,-Gehalt in mg 
auf 100 g Blut 














Versuchstiere Bemerkungen 





1. Gut genihrter Hund, 
ee 0,62 | 18 Stunden nach der Fiitterung. 


2. Gut genihrter Hund, | 


25.6 kg . 


Hund, 16 kg 


0,47 | 12 > >» > 


0,64 | 20 » » » > 





4. Hund, 18 kg ... 0,51 16 , ‘ 2 , 


Der mittlere Ammoniakgehalt fiir 100 g Blut betriigt 
0,56 mg. Dieser Wert ist ein wenig hdher, als das Mittel 
0,41 mg, welches Horodynski, Salaskin und Zaleski!) 
fiir arterielles Blut normaler Tiere gefunden haben, sowohl 
wihrend der Verdauung, wie auch bei nicht lange anhaltendem 
Hungern (5—10 Tage). Mein Mittelwert liegt ferner den Daten 
Folins?) sehr nahe, welcher fiir arterielles Blut einen NH,-Ge- 
halt von 0,9—0,6 mg in 100 cem fand. 


Ammoniakgehalt im Blute von Hunden nach totaler 
Thyreo-parathyreoidektomie. 





NH,-Gehalt 





Versuchstiere in mg auf Bemerkungen 
100 g Blut 

1. Hund, 20,4 kg 0,87 Das Blut wurde 70 Stunden nach vollstan- 
diger Ektomie, auf der Hihe der Tetanie- 
und Dyspnoeanfille entnommen. 

2. Hund, 13,5 kg | 0,81 46 Stunden nach vollstandiger Ektomie, wih- 
rend der Krampfanfiille. 

3. Derselbe Hund 147 (120 Stunden nach der Operation, wihrend 
eines starken Tetanieanfalles; Tod — 
5 Stunden nach der Blutentnahme, wiih- 
rend des Anfalles. 

4. Hund, 22,2 kg 0,69 68 Stunden nach der Operation auf der 
Hohe des Tetanieanfalles. 

d. Derselbe Hund 2.04 96 Stunden nach der Operation. Tod — eine 


halbe Stunde nach der Blutentnahme. 


1) W. Horodynski, S. Salaskin und J. Zaleski, Uber die 
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Wenn wir die Versuche 2 und 3d, bei welchen das Blut 
kurz vor dem Tode entnommen war, ausschalten, so erhalt man 
fiir den Ammoniakgehalt des Blutes auf der Héhe der Tetamie- 
anfiille den Mittelwert 0,79 mg. In allen drei Fallen war 
das Blut den Tieren wiihrend der schweren Krankheitserschei- 
nungen entnommen worden, die sich in folgendem duferten: 
allgemeines Zittern, unregelmibig erfolgende Kriimpfe, Dyspnoe. 
Das Eintreten der Tetamie ist somit mit keiner sehr scharfen 
Erhéhung des NH,-Gehaltes im Blute verbunden. Bemerkt muf8 
jedoch werden, dali kurz vor dem Tode des Versuchstieres der 
NH,-Gehalt, wie aus den Versuchen 2 und 5 ersichtlich, sich 
sehr stark erhOht, und zwar betriigt er dann zwei- bis dreimal 
mehr als wie zu Beginn der Erkrankung und zweieinhalb bis 
dreieinhalbmal mehr als wie beim normalen Tiere. 

Diese Resultate sind somit weit entfernt von den Daten, 
die MacCallum und Voegtlin!) erhalten hatten. Letztere 
Autoren fanden im Blute von Hunden wiahrend der Tetanie- 
anfiille eine enorme Menge NH,, gegen 10 mg auf 100 ccm 
Blut. Bei ihren Resultaten ist jedoch nicht angegeben, ob nur 
die Epithelkérperchen entfernt waren oder aber ob eine Ektomie 
des ganzen Schilddriisenapparates ausgefiihrt worden war. Ich 
mu deshalb bemerken, dai meine Versuchshunde einer voll- 
stindigen Thyreo-parathyreoidektomie unterworfen waren, dai 
ferner in allen Fiillen die Verheilung der Operationswunde ohne 
jegliche Komplikationen, per primam, vor sich ging. Es ist 
moéglich, daB sowohl der eine, wie auch der andere Umstand 
nicht ohne Einflu{ auf den Ammoniakgehalt des Blutes sind. 


Verteilung des Ammoniaks im Blute und den Organen normaler und 
hungernder Hunde. Diese Zeitschrift, Bd. XXXV (1902), S. 249 (Tabelle I) 
und S. 251 (Tabelle Il). 

*) O. Folin, |. c., S. 166. 

') W.G. MacCallum and C. Voegtlin, On the relation of Tetany 
to the parathyroid glands and to Calcium Metabolism. The Journal of 
experimental Medicine, Vol. XI, p, 143 (1909). 
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Ammoniakgehalt im Blute von Hunden nach lang 
andauerndem Hungern. 








_ NH,-Gehalt 
Versuchstiere in mg auf 
100 g Blut 





1. Anfangsgewicht des Hundes 15,3 kg; Gewicht am Ver- | 


suchstage 8,16 kg; Gewichtsverlust 46,7°/o . . 1... 4) 1,63 
2. Anfangsgewicht des Hundes 13,3 kg; Gewicht am Ver- 

suchstage 10,6 kg Gewichtsverlust 30,7°/o .... . «| 1,97 
3. Anfangsgewicht des Hundes 20,5 kg; Gewicht am Ver- | 

suchstage 11,5 kg; Gewichtsverlust 43,9°%o . 2... . «| 1,82 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, da6, im lang andauernden 
Hungerzustande der NH,-Gehalt des arteriellen Blutes drei- bis 
dreieinhalbmal die Norm tibersteigt. Das Verhalten des Am- 
moniaks im blute dieser Tiere bietet auch in anderer Hinsicht 
grofes Interesse, wovon spiiter die Rede sein soll. 


Die Ammoniakentwickelung im frisch entnommenen Blute von Tieren 
mit voller Thyreo-parathyreoidektomie. 


Im oxalathaltigen Blute solcher Tiere — bei Be- 
obachtung vollstindiger Asepsis sowohl bei Entnahme, 
wie auch beim Aufbewahren des Blutes — 1laBt sich 


bei Temperaturen von 36—388° eine progressive Zu- 
nahme des NH,-Gehaltes konstatieren. Dieselbe be- 
ginnt unmittelbar nach der Blutentnahme und dauert 
ungefahr 20 Stunden an, worauf dann der Ammoniak- 
gehalt stationdr bleibt oder aber in den Grenzen der 
zuléssigen Bestimmungsfehler schwankt. 


Versuch I. 


An einem grofen, gut genahrten Hunde von 22,2 kg 
wurde volle Thyreo-parathyreoidektomie ausgefiihrt. 48 Stunden 
nach der Operation traten fibrilliire Zuckungen der Extremi- 
tatenmuskulatur ein; nach 65 Stunden ein stiirmisch verlau- 
fender Anfall mit Dyspnoe-Erscheinungen und diffusen tonischen 
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und klonischen Krémpfen. 3 Stunden nach Beginn des Anfalles, 
auf der Hohe der tetanischen Erscheinungen, wurde das Blut 
aus der a. femoralis entnommen. Der NH,-Gehalt des Blutes 
ist in folgender Tabelle wiedergegeben. 





NH,-Gehalt in mg auf 100 g 





Zeit NH,-Zunahme 
arteriellen Blutes 
0 069 — 
2 1,42 | 0,73 
4 1,89 | 1,20 
s | 2.43 | 1,74 
24 2.93 | 2 24 


Versuch II. 


Sehr magerer Hund, 13,5 kg. Volle Ektomie. 40 Stunden 
nach der Operation traten die ersten Anfille von Tetanie- 
Erscheinungen auf, und zwar in Form weitgehender Kriimpfe 
und Polypnoe. 46 Stunden nach der Operation wurde das 
Blut aus a. femoralis entnommen. Die NH,-Entwicklung ist 
aus folgender Tabelle ersichtlich. 


f _—_—_——_—_—____ - ——— 


NH,-Gehalt in mg auf 100 g | 




















Zeit | NH,-Zunahme 
arteriellen Blutes | 
0 0.81 | -_ 
2'/s 1.58 0,79 
334 | 1,82 | 1,01 
Hy | 2,06 1,25 
9 2,40 1,59 
24 2,76 1,95 





Versuch III. 


Gut genihrter junger Hund, 20,4 kg, Schilddriise und 
parathyreoideae wurden entfernt (die oberen Epithelkérperchen 
waren deutlich wahrnehmbare und leicht von dem Thyreoidea- 
kérper ablosbare Bildungen). Die Erkrankung trat nach 48 Stun- 
den ein, und zwar in sehr leichter Form. 70 Stunden nach 
der Operation, als das Tier im Polypnoezustande mit unbe- 
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deutenden fibrillaren Zuckungen war, wurde das Blut ent- 
nommen. Den NH,-Gehalt gibt folgende Tabelle wieder. 


TE _____________________________} 
| NH,-Gehalt in mg auf 100 g | 





Zeit NH,-Zunahme 
| arteriellen Blutes 
0 | 0,87 | - 
3% | 1,12 | 0,25 
5/2 | 1,29 | 0.42 
8 | 1,67 | 0,80 
91/2 | 1,88 101 
12 | 2.23 | 1,36 
24 | 269 1.82 


Aus den Tabellen ist ersichtlich, daB der NH,-Gehalt in 
allen drei Fallen im Laufe von 24 Stunden progressiv steigt. 
Bei der graphischen Darstellung des zeitlichen Verlaufs der 
Ammoniakentwicklung fillt es aber sofort auf, dal zwischen 
beiden ersten Versuchen und dem dritten ein wesentlicher 
Unterschied vorliegt. 
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4 8 12 6 20 2 











Diagramm der Versuche I, II und III. 


Es ist namlich ersichtlich, dafi die durch die Kurven | 
und II veranschaulichte Ammoniakentwickelung mit einer Ge- 
schwindigkeit vor sich geht, die sich wiihrend des Verlaufes 
der Reaktion allmihlich verringert; die Ammoniakbildung, die 
durch die Kurve III dargestellt ist, verliuft dagegen anfangs 
mit zunehmender Geschwindigkeit, welche, nachdem sie nach 
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ungefibr 10 Stunden einen bestimmten Wert erreicht hat, sich 
allmihlich verringert und dem Null-Werte niihert. 

Der gleichmabige Verlauf der Ammoniakentwicke- 
lung laBt die Annahme zu, dai sich im Blute eine 
gewisse Menge von Substanzen oder einer Substanz 
vorfindet, welche sich unter Freiwerden von Ammo- 
niak zersetzt. Da die Ammoniakzunahme nach Verlauf yon 
ungefiithr 20 Stunden aufhort, ist die anfiingliche Menge dieser 
Substanz proportional der Ammoniakzunahme wihrend der 
Dauer von 20—24 Stunden und die umgesetzte Menge bis zu 
einem gewissen Zeitpunkte proportional der Menge des wiithrend 
des entsprechenden Zeitraumes gebildeten Ammoniaks. Auf 
Grund dieser Voraussetzungen waren fiir die angefiihrten drei 
Versuche Konstanten erster Ordnung berechnet worden, welche 
in folgender Tabelle wiedergegeben sind. 


NH,-Gehalt 




















| 
Anwachsen | 
| 


Nummern | 
| 
| 


| 
Zeit | 














der | in mg auf des | k = — log, 
Versuche | 100 g Blut NH,-Gehaltes, ' iil 
ge ls ag 
2 | 142 | 0,73 | 0,0856 
| | 4 1,89 | 1,20 0,0833 
S | 2.43 | 1,74 0.0814 
24 | 2.93 2.24 = 
0) | 0.81 | —- --- 
Qtig | 1.58 0,77 | 0,0873 
. la | 1,82 1,01 0,0845 
Ste 2.06 1,25 0,0809 
9 | 240 159 0,0815 
| 24 ee ee ee 
| 0 O87 | me | Be 
33/4 112 | 025 | 0,0178 
51g 129, | 042 | 0,0207 
U1 8 1,67 O80 | 0,0314 
Qtig 1,88 1.01 0,0370 
12 2.2: 1.36 0.0498 
24 2.69 1.82 sit 
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Da bei den Versuchen I und II die Konstanten erster 
Ordnung unbedeutende Schwankungen aufweisen, so ist an- 
zunehmen, dai man es in beiden Fillen mit einer monomole- 
kularen Reaktion zu tun hat. 

Ziehen wir nun in Betracht, dah alle drei Versuche an 
vollstiindig ektomierten Tieren ausgefiihrt waren, und da in 
allen drei Fillen das Blut unter analogen Bedingungen unter- 
sucht wurde, und zwar wihrend der typischen Tetanieanfille, 
so wird verstiandlicherweise dem Zweifel Raum gegeben, ob 
nicht das Resultat des dritten Versuches moglicherweise durch 
Zufilligkeiten bedingt sei. 

Allein, die Hunde I und II einerseits und der Hund III 
anderseits wiesen Unterschiede auf. 

Wihrend beim Falle III zur Zeit der Blutentnahme nur 
fibrillare Zuckungen und Polypnoe zu konstatieren waren, traten 
bei den Tieren I und II wihrend der Blutentnahme sehr starke 
Tetanieanfalle auf in Form diffuser Kriampfe und dyspnoe- 
tischer Atmung. 

Ein zweiter und noch wesentlicherer Unterschied bestand 
darin, dai die Hunde I und II unter den gewohnlichen, die 
totale Thyreo-parathyreoidektomie begleitenden Erscheinungen 
zugrunde gingen; der Hund III dagegen tiberstand den Eingriff; 
er gehdrte zu den seltenen Exemplaren von Hunden, welche 
die vollstandige Ektomie des in der oberen Trachealgegend 
gelegenen Schilddriisenapparates iiberleben.') 

Der schwache Tetanieanfall, waihrend welchem das Blut dem Tiere 
entnommen wurde, war der erste und zugleich auch der einzige. Fast 
unmittelbar nach der Blutentnahme besserte sich der Zustand des Tieres 
ganz bedeutend; Atmungsstérungen traten nicht mehr auf, die fibrilliren 
Zuckungen wurden mehr und mehr begrenztere und verschwanden schlief- 
lich vollstiindig. Allmiéhlich stellte sich beim Tiere Appetit ein; zuniichst 
wurde es nur mil Milch gefiittert, hernach erhielt es Milch, Brot und 
Brei aus Maismehl, schlieflich auch Fleisch. Das Tier nahm allmiihlich, 
ohne merkbare pathologische Erscheinungen zu fufern, an Gewicht zu. 
Augenblicklich — ein Jahr nach der Operation — sind nicht die geringsten 
krankhaften Erscheinungen zu bemerken. 


') Im Lanfe der Jahre habe ich Gelegenheit gehabt, eine grofe 
Anzahl (gegen 40) vollstindig ektomierter Hunde zu beobachten; der oben 
erwahnte war der erste giinstig verlaufende Fall. 
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Betrachten wir nun einerseits die soeben angefiihrten 
Beobachtungen am Tiere III, anderseits die Eigentimlichkeiten 
im Verlaufe der NH,-Entwicklung in dessen Blute, so ergibt 
sich die Frage: stellt das eigenttimliche Verhalten des Blutes 
dieses Tieres und dessen Fiahigkeit, die typische Ektomie zu 
iiberleben, nicht vielleicht die Folge eines und desselben Um- 
standes vor, und zwar des Vorhandenseins von akzessorischen 
EpithelkOrperchen ? 

Diese Erwigungen fiihren somit zur Untersuchung des 
Prozesses der NH,-Entwickelung im Blute normaler Tiere. 


Ammoniakentwickelung im Blute gesunder Tiere. 

Wie aus folgenden Versuchen ersichtlich sein wird, ver- 
liuft die NH,-Entwicklung im Blute gesunder gut genahrter 
Hunde wesentlich anders als im Blute schilddriisenloser Tiere. 

Versuch IV. 


Gesunder Hund, 16 kg schwer, reichlich genéhrt. Blut 
entnommen aus der a. femoralis, 22 Stunden nach der Fiitterung. 








NH,-Gehalt in mg auf 100 g | 











Zeit NH,-Zunahme 
arteriellen Blutes 
0 0,64 | le 
41/y | 0,70 | 0,06 
8 | 0,86 | 0,22 
L's | 1,09 | 0,45 
12 1,23 | 0,61 
[3/9 | 1,40 | 0,76 
233 1.89 | 1.25 
30 1,95 | 1.31 
16+ 
m 
08- by 
‘ao 
04+ 
Zeit —» 
ts 8 #@ 46 20. & 2 


Diagramm des Versuchs IV. 
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Versuch V. 


Gesunder Hund, 25,6 kg schwer. blut entnommen aus 
der a. femoralis, 12 Stunden nach der Fiitterung. 


| 








NH,-Gehalt in mg auf 100 ¢g | 





Zeit NH,-Zunahme 
arteriellen Blutes 

0 0.47 | _~ 

4 | 0,53 | 0.06 

7 | 0,66 | 0.19 

10 | 0.95 0,48 

12 | 116 0,69 

14 | 1.33 | 0,89 

24 | 1.83 . 1.36 

30 1,90 143 





Zeit —> 





+ + 


4 8 22 16 20 a) 
Diagramm des Versuchs V. 


Betrachten wir in beiden Fiillen die Zahlen, welche die 
Zunahme des NH,-Gehaltes im Blute angeben, so fallt uns auf, 
dafB die Zunahme anfangs sehr langsam vor sich geht. An- 
schaulicher wird diese Tatsache illustriert durch die Kurven, 
welche das Verhiltnis zwischen NH,-Zunahine und Zeitraumen 
ausdriicken. Aus den Kurven ist némlich ersichtlich, dali die 
Anfangsgeschwindigkeit, im Momente der Blutentnahme, gleich 
Q ist oder wenigstens diesem Werte sehr nahe liegt; weiter 
verlauft die Ammoniakentwickelung im Laufe der ersten 11 
bis 12 Stunden mit zunehmender Geschwindigkeit, die dann 
in eine verlangsamte iibergeht, was durch die Wendepunkte 
der Kurven gekennzeichnet ist. Interessant ist dabei der Um- 
stand, daf die Kurven normaler Tiere an die Kurven erinnern, 
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welche von jenem einzigen ektomierten Tiere erhalten war, 
das sich als fiihig erwies, die Operation zu tiberleben. 

Es ergibt sich somit, daf die Ammoniakentwickelung im 
Blute gesunder Tiere einen bei weitem komplizierteren Vorgang 
vorstellt, als wie bei den typischen Fallen vollstindiger Ektomie; 
vor allen Dingen iiufert sich dieses durch die Anfangsbeschleu- 
nigung des Prozesses. 

Von allen den zahlreichen in der Chemie bekannten Re- 
aktionstypen mit Anfangsbeschleunigung verdient bei der von 
uns behandelten Frage nur jener Typus Aufmerksamkeit, welcher 
die Fille sogenannter Autokatalyse in sich schlieBt. 

Wird die Geschwindigkeit eines Prozesses erster Ordnung 
katalytisch durch eines der Endprodukte der Reaktion be- 
schleunigt, so liBt sie sich, nach Ostwald, durch die Diffe- 
renzialgleichung ausdriticken: 

= (k, + k,x) (A—x), 
wobei A Anfangskonzentration, k, und k, Geschwindigkeits- 
koeffizienten bei Abwesenheit und bei Vorhandensein des Kata- 
lysators bedeuten.!) Ostwald weist auf einen bemerkens- 
werten Spezialfall eines solchen Reaktionstypus hin, welcher 
stattfindet, wenn k, = 0; die Geschwindigkeitsgleichung ge- 
staltet sich dann wie folgt: 
= = k,x (A—x); 

da aber bei t = O auch x = O, so kann, theoretisch, die Re- 
aktion nicht ihren Anfang nehmen, obwohl dieselbe, wenn 
einmal begonnen, mit beschleunigter Geschwindigkeit vor sich 
gehen wiirde. Reaktionen von diesem Typus existieren aber, 
was Ostwald erstens durch die praktische Unmdglichkeit er- 
klirt, eine Substanz zu erhalten, die absolut frei von Zer- 
setzungsprodukten wiire, und zweitens, durch den Umstand, 
dafi die Geschwindigkeitskonstante der unbeschleunigten Reak- 
tion sehr klein, aber streng genommen nicht gleich 0 sein 


') Wilhelm Ostwald, Lehrbuch der allgemeinen Chemie, Bd. II, 
Verwandtschaftslehre, 5. 264—269, §§ 37—38 (zweile Auflage, 1897). 
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kann. «Demgemifi wird», sagt Ostwald, «das Verhalten 
solcher Stoffe das sein, dafB sie sich lange scheinbar vollig 
unverindert halten, daf aber nach einiger Zeit die Reaktion 
einzutreten beginnt und dann gewohnlich sehr schnell zu 
Ende geht. » 

Etwas Ahnliches lesen wir auch aus unseren Kurven: der 
NH,-Entwickelungsprozef, welcher nach der Blutentnahme beginnt, 
besitzt eine Anfangsgeschwindigkeit, die = O oder wenigstens 
nahe O ist; die Geschwindigkeit steigt im Laufe eines gewissen — 
iibrigens nicht bedeutenden —- Zeitraumes, 11—12 Stunden, 
und sinkt dann allmiihlich, dem Nullwerte sich nahernd. Der 
Verlauf dieser Erscheinung erinnert zweifelsohne an jenen Typus, 
welcher durch die Gleichung ausgedriickt wird: 

= = (k,-+ k,x) (A—x), 
wo k, einen der Null nahe stehenden Wert hitte. Ferner 
weisen unsere Kurven noch eine Eigentiimlichkeit auf, die fiir 
autokatalytische Prozesse charakteristisch ist. Wenn wir den 
Wert k, in der obigen Gleichung vernachliissigen, so ergibt 
sich aus der Gleichung: 
dx 


a = k,x (A—x), 


dx A 3 
dah dt den Maximalwert bei x = 9 erhilt: auch an unseren 


Kurven ist ersichtlich, daB die Geschwindigkeit in beiden Fallen 
ihren Maximalwert erlangt, wenn die Umwandlung ungefiihr 
10O—45°/o betragt. 

Somit kénnte, sowohl auf Grund dieses Anzeichens, wie 
auch auf Grund der allgemeinen Form der Kurven, angenommen 
werden, dafi wir es mit einer autokatalytischen Reaktion zu 
tun haben. 

Ich denke jedoch, da® die Ahnlichkeit zwischen dem NH,- 
Entwickelungsprozesse im Blute und den autokatalytischen Re- 
aktionen bloB eine scheinbare ist, und da das mehr oder 
minder nahe Zusammentreffen der Wendepunkte unserer Kurven 
mit den Forderungen der Theorie nur eine rein zufillige ist. 
Anla6B zu zweifeln, da{ hier die Theorie der Autokatalyse in 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 28 
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Anwendung zu bringen wiire, ergibt sich aus folgenden Er- 
wagungen. 

Ks unterliegt keinem Zweifel, dai wir sowohl bei schild- 
driisenlosen, wie bei normalen Tieren mit einem und demselben 
Desamidierungsprozesse zu tun haben. Nimmt man jedoch an, 
dafi} in beiden Fiillen ein und dasselbe der Desamidierung unter- 
liegende Substrat und die gleichen Produkte vorliegen, dann 
ist es vollstindig unverstiindlich, weshalb NH, oder denselben 
begleitende Reaktionsprodukte im normalen Blute den Prozef 
katalysieren, im Blute schilddrtisenloser Tiere dagegen nicht. 
Auf diese Frage lift sich keine Antwort geben, ohne dabei 
Zuflucht nehmen zu miissen zu mehr oder weniger willkiir- 
lichen Annahmen. 

Diese Schwierigkeiten lassen sich umgehen, wenn man, 
den Gedanken an eine autokatalytische Reaktion fallen lassend, 
von einer anderen Hypothese ausgeht. Unsere Vorstellung geht 
dahin, dafi im Blute gesunder Tiere, gleichzeitig und parallel 
mit dem Desamidierungsprozesse, der bei den schilddriisenlosen 
Tieren stattfindet, ein diesem Prozesse entgegengesetzter, und 
zwar ein synthetischer Vorgang vor sich geht, an welchem 
Ammoniak teilnimmt. Diese Annahme lift sich durch zwei 
Schemata zum Ausdruck bringen: 

X —-+ NH, -+- Z 

X ¢—? NH, -+ Z, 
deren ersteres sich auf das Blut schilddriisenloser Tiere be- 
zieht und das zweite auf das Blut gesunder Tiere. 

Bezeichnen wir den Geschwindigkeitskoeffizienten des 
Deamidierungsprozesses durch ky und des synthetischen Vor- 
ganges mit k,, so erhalten wir fiir die Geschwindigkeit der 
NH,-Entwickelung im Blute schilddriisenloser Tiere die Gleichung : 


dx 
und fiir das Blut gesunder Tiere die Gleichung: 


d 
d 
Um unsere Hypothese begriinden zu konnen, mute vor 


. — (ka—k,) (a—x). 
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allen Dingen dargetan werden, daB im entnommenen Blute ein 
synthetischer Vorgang vor sich geht, an welchem freier Am- 
moniak teilnimmt, oder aber der labile, d. h. der, wie bei 
unserer Bestimmungsmethode, durch Natriumearbonat aus dem 
Blute verdriingbare NH,. Da, unserer Voraussetzung nach, 
der synthetische Prozef sich mit dem Prozesse der Abspaltung 
von Ammoniak summiert, so bestiinde die Aufgabe darin, den 
einen Prozefi dem Einflusse des anderen zu entziehen und 
ihn dadurch direkter Beobachtung zugiinglich zu machen. 
Der Losung dieser Frage versuchte ich zuniichst dadurch 
niiher zu treten, dafi ich die Einfltisse zu finden suchte, welche 
die Desamidierungsfunktion unterdriicken kOénnte, ohne dabei 
die synthetische Funktion tiberhaupt zu verindern, oder aber 
zum mindesten nur wenig zu beeintriichtigen. Wenn es z. Bb. 
geliinge, den Einfluf zu finden, welcher den Wert des Koeffi- 
zienten ky in der Gleichung 
dx 
dt 
gleich Null gestalten koOnnte, ohne jedoch die Grofe k, merk- 
bar zu beeinflussen, so wiirde doch wohl die Kurve eine andere 
dx 


dt 


Unter anderem glaubte ich dieses durch Anderung der 
osmotischen Bedingungen des Blutes erlangen zu kOnnen. Es 
erwies sich hierbei, dali eine Erhéhung des osmotischen Druckes 
tatséchlich bis zu einem gewissen Grade den Charakter des 
Prozesses veriindert. Die Veriinderungen waren jedoch nicht 
so deutlich und scharf ausgepriigt, um auf Grund derselben 
die aufgeworfene Frage lésen zu k6nnen. 

Ich wihlte nun einen anderen Weg, und zwar versuchte 
ich einen derartigen physiologischen Zustand des Tieres zu 
finden, bei welchem erwartet werden kénnte, daf der syn- 
thetische Prozefi den Desamidierungsprozeb tiberwiegen wiirde. 
Verschiedene Erwiigungen veranlabten mich, das Blut von 
solehen Tieren zu untersuchen, welche lang andauerndem 


== (ka—kg) (a—x) 


Form erhalten und die Geschwindigkeit wiirde negativ. 


Hunger unterworfen waren. 
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Auf Grund aller unserer Kenntnisse tiber den Hungerzustand muf 
angenommen werden, daf§ bei solchen Tieren die Eiweifisubstanzen der- 
jenigen Zellen, welche der Zerstérung unterliegen, in die Organe iiber- 
yefiihrt werden, welche sowohl in der Masse, wie auch in der Zusammen- 
setzung mehr oder weniger konstant bleiben. Bei solchen Tieren muf 
ferner auch die Mdéglichkeit angenommen werden, dafs ein Umbau der 
Kiweihkérper des einen Typus in solche von anderen Typen stattfindet. 
Diesen letzeren Prozef’ kann man sich verschieden vorstellen; unter 
anderem kann man mit grofer Wahrscheinlichkeit annehmen, dafi eine 
Umwandlung der einen Aminosduren in andere stattfinde. Diese Um- 
wandlung nun kénnte man sich schwerlich anders vorstellen, als dafs sie 
eben in zwei Phasen vor sich gehe, deren erstere in einer Vorgestaltung 
des Kohlenstoffskelettes der zu bildenden Aminosiuren bestiinde, die zweile 
aber in der eigentlichen Bildung letzterer durch Anlagern des freien 
Ammoniaks. 

Selbstredend miifiien sich diese tiefen Prozesse hauptsiichlich im 
Innern der Zellen vollziehen; man kénnte doch aber auch voraussetzen, 
dafs diese Prozesse dem Blute gleichfalls nicht fern lagen, zumal es keinem 
Zweifel unterliegen kann, dafs die Bildung der Bluteiweifk6rper wahrend 
des Hungerzustandes auf Kosten der Gewebeeiweifisubstanzen vor sich gehe. 

Das wiiren die allerdings recht allgemeinen Erwagungen, welche 
mich veranlafiten, im Blute hungernder Tiere solche synthelische Prozesse 
zu suchen, welche unter Mitwirkung von freiem NH, zustande kommen. 
Inwiefern diese Erwiaigungen als solche von Wert sind, midge dahinge- 
stellt bleiben. Jedenfalls haben sie zu recht beachtenswerten Resultaten 


gefuhrt. 


Uber das Verhalten des Ammoniaks im Blute 
hungernder Tiere. 


Bei der Untersuchung des Blutes hungernder 
Tiere erwies es sich tatsachlich, daf der freie, resp. 
durch Natriumearbonat verdraingbare Ammoniak als 
soleher im Blute verschwindet. 


Versuch VI. 


Das Versuchstier, ein Hund, hungerte im Laufe von 
49 Tagen (bei Wasserzufuhr ad libitum); Anfangsgewicht des 
Tieres 15,3 kg, Gewicht am Versuchstage 8,2 kg; Gewichts- 
verlust 46,4°/o. Folgende Tabelle gibt den NH,-Gehalt des 
Blutes wieder. 
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Zeit NH,-Menge in mg auf Abnahme des NH,-Gehaltes 
100 g arteriellen Blutes in mg auf 100g Blut 
0 1.63 
24/2 1,21 | 0.42 
5'/2 0,98 | 0,65 
i] 1,00 | 0.63 
11'/2 1,08 | O55 
14 | 1,22 | 0.41 
25 1,58 | 0.05 








Diagramm des Yersuchs V1. 


Versuch VIL 


Versuchstier ein Hund: Dauer der Hungerperiode bei Gabe 
von Wasser = 28 Tage. Anfangsgewicht 15,5 kg: Gewicht 
am Versuchstage 10,6 kg; Gewichtsverlust 30,7 °/o. 





NH,-Menge in mg auf | Abnahme des NH,-Gehaltes 


Zeit 





100 g arteriellen Blutes | in mg auf 100 ¢ Blut 
) 1,97 | 0 
33/4 | 1,48 | 0.49 
51/4 | a9 | 0.58 
7 | 1,36 | 0,61 
10 | 1,42 | 0,55 
12 | 1.49 | 0,48 
14 | 1,57 0,40 


30" 1.94 
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Diagramm des Versuchs VII. 


Versuch VIII. 
Versuchstier ein Hund; Dauer der Hungerperiode bei 
Wassergabe 45 Tage; Anfangsgewicht 20,5 kg; Gewicht am 
Versuchstage 11,5 kg: Gewichtsverlust 43,9°/o. 























Zeit | NH,-Menge in mg auf Abnahme des NH,-Gehaltes 
100 ¢ arteriellen Blutes in mg auf 100 ¢ Blut 
0 1,82 | — 
40 ! 1,10 | 0,72 
7''4 | 1,02 | 0.80 
10'/2 1.12 | 0,70 
11°/4 1,18 | 0.64 
13! 1,31 | 0,51 
28 1.76 | 0.06 





Diagramm des Versuches VIII. 


Alle drei Versuche geben im allgemeinen das gleiche Bild. 
Vor allen Dingen fiillt in die Augen der hohe Ammoniakgehalt 
im frisch entnommenen Blute hungernder Tiere: 1,63—1,97— 
1,82 mg auf 100 g arteriellen Blutes. Diese Zahlen tbersteigen 
drei- bis viermal den NH,-Gehalt im Blute normal genihrter 
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gsesunder Tiere. Vom Momente der Blutentnahme an wird ein 
progressives Fallen des NH,-Gehaltes im bBlute beobachtet; 
dieses dauert 6—8 Stunden. Weiterhin beginnt ein langsames 
Anwachsen des Ammoniakgehaltes, das sich im Laufe von 
20—25 Stunden verfolgen labt. Nach Verlauf dieser Zeit er- 
langt der NH,-Gehalt fast wieder seinen urspriinglichen Wert, 
d. h. der Unterschied von letzterem wird durch Werte ausge- 
driickt, die im Bereiche der Versuchsfehler liegen. 

Die Versuchsdiagramme ergeben gleichfalls in allen drei 
Fiillen ein und dasselbe Bild. Im Laufe der ersten 6 bis 
7 Stunden, wiahrend welcher der NH,-Gehalt um 35—45°/o 
seines urspriinglichen Wertes fillt, ist der Kurvenabschnitt 
konkav zur Zeitachse; im Laufe weiterer 20—25 Stunden, 
wiihrend welcher ein langsames Anwachsen des NH,-Gehaltes 
vor sich geht, bleibt die Kurve zuniichst konkav zur Abszissen- 
achse, weist dann aber zwischen der 11 und 12 Stunde einen 
Wendepunkt auf, nach welchem die Kurve konvex zur Leit- 
uchse wird und sich dieser augenscheinlich asymptotisch niihert. 

Das unmittelbar im Blute lange hungernder Tiere 
zu beobachtende Verschwinden des Ammoniaks 1/abt 
seine andere Deutung zu als die, dali NH, in irgend 
einen synthetischen Prozefi hineingezogen wird. 

Es ergibt sich somit die Frage, welcher Art wir uns den 
Prozef vorstellen miissen, bei welchem NH, gebunden wird. 
Auf diese Frage labt sich vorlaufig keine einigermafen bestimmte 
Antwort geben. Alles, was sich sagen liefie, liuft nur darauf 
hinaus, dali der synthetische ProzeB, von welchem die Rede 
ist, nicht in der Bildung von Carbaminsiiure oder von Harn- 
stoff bestehen kiénne. Was die Bildung von carbaminsaurem 
aus kohlensaurem Ammonium anbetrifft, so ist die Unzuliassig- 
keit dieser Annahme ohne weiteres klar. Bei der von uns 
angewandten Bestimmungsmethode wurde doch der Gesamt- 
stickstoff des carbaminsauren Ammoniums als freier NH, be- 
stimmt. Wir haben es aber mit einem Prozesse zu_ tun, 
bei welchem der NH, derart gebunden wird, dai er durch 
Natriumcarbonat nicht verdrangbar ist. Auch die andere An- 
nahme ist unwahrscheinlich, daf sich némlich aus dem kohlen- 
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sauren resp. carbaminsaurem Ammonium Harnstoff bilde. Da 
bei unseren Versuchen ohne Zweifel ein reversibler Prozel 
vorliegt, so miiften wir — die Méglichkeit der Harnstoffbildung 
zugegeben — auch die Modglichkeit einer Desamidierung des- 
selben zulassen. Speziell unternommene Versuche ergaben 
jedoch, daB bei den Bedingungen, bei welchen unsere Beob- 
achtungen angestellt waren, eine Desamidierung des Harnstoffes 
nicht stattfindet. 

Somit mu die Moglichkeit einer Synthese angenommen 
werden, bei welcher freier NH, an der Bildung irgend welcher 
Amino- oder Amidoverbindungen teilnimmt. Dieser Prozef 
kann entweder ein reversibler sein nach dem Schema: 


oder aber der Prozef verliuft in zwei Phasen nach den 


Schemata: 

4 net NH, 1. Z 

Z, + NH, ——~> X,, 
bei welchen X, und Z, nicht identisch sein mégen mit X und Z. 
Uber die Natur der reagierenden Substanzen liBt sich aber 


nichts Bestimmtes sagen. 


liber den Mechanismus des Entstehens und Verschwindens des 
freien NH, im Blute. 


Wie aus Gesagtem ersichtlich ist, vollzieht sich die Ent- 
wickelung resp. das Verschwinden des NH, im Blute bei drei 
verschiedenen physiologischen Zustinden nach drei verschiedenen 
Typen. Der nach dem ersten Typus verlaufende ProzeB — im 
Blute schilddriisenloser Tiere — ist der einfachste; es ist offen- 
bar ein reiner und in typischen Fallen kein komplizierter 
Desamidierungsvorgang. 

Der dritte Typus — bei Tieren in protrahiertem Hunger- 
zustande — wird dadurch charakterisiert, daB der freie oder 
labile Ammoniak wahrend einiger Stunden nach der Blutent- 
nahme, wie unmittelbar zu beobachten ist, in einen synthetischen 
Prozeb hineingezogen wird, welcher gleichzeitig mit dem Des- 
amidierungsvorgange verlauft. Was den Vorgang des zweiten 
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Typus anbetrifft, so wird derselbe dem Anschein nach aus den- 
selben Komponenten zusammengesetzt, wie das beim dritten 
Typus der Fall ist. 





Verhalten des Ammoniaks in verschiedenen Blutsorten. 


Kurve T veranschaulicht die NH,-Entwicklung im Blute  schild- 
driisenloser Tiere — Typus I; N — im Blute normaler Tiere — Typus II; 
H — im Blute hungernder Tiere — Typus III. 


Der Mechanismus des Typus I ist nicht schwer zu_ ver- 
stehen. Da die Kurven, welche die Erscheinungen dieses Typus 
wiedergeben, als ziemlich regelmaébhige logarithmiseche Kurven 
erscheinen und die experimentellen Daten sehr befriedigende 
Konstanten erster Ordnung ergaben, so ist wohl kaum daran 
zu zweifeln, dai wir einen Desamidierungsprozel fermentativen 
Charakters vor uns haben, bei dem die Menge des Katalysators 
sich im Verlaufe der Reaktion nicht merktlich verindert. 

Aus dem Vergleich der Diagramme des ersten und zweiten 
Typus ist zu ersehen, dai, im Gegensatz zu schilddriisenlosen 
Tieren, wo die Menge des Fermentes wiihrend des ganzen 
Verlaufes der Reaktion als konstant anzunehmen ist, letzteres 
bei normalen Tieren keineswegs der Fall ist: hier nimlich 
nimmt die Menge des Katalysators wiihrend der ersten 11. bis 
12 Stunden von der Blutentnahme an allmiihlich zu. 

Von allen denkbaren Voraussetzungen, welche die Zunahme 
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des Fermentes in diesem Falle erkliiren kénnten, wird die ein- 
fachste die sein, dali das Ferment aus den Blutzellen in das 
Plasma diffundiert. Mit anderen Worten, wir nehmen an, dah 
die zu desamidierende Substanz sich im Blutplasma_ befindet, 
dah eben dort auch der Desamidierungsprozebh vor sich gehe 
und dai der eigenartige Gang dieses Prozesses bei normalen 
gesunden Tieren abhiingig ist vom allmihlichen Uberdiffundieren 
der Desamidase aus den Blutzellen in das Plasma. 

Diese Voraussetzung lift sich leicht experimentell erhiirten. 
Wenn wir die Blutzellen zerstbren und somit auf einmal eine 
gleichformige Verteilung des Katalysators in der Blutfliissigkeit 
erhalten, so wird augenscheinlich die Kigentiimlichkeit der Er- 
scheinung beseitigt, welche bloB von der langsamen Diffusion 
des Katalysators abhiingig ist. Der Versuch bestiitigt voll- 
kommen diese Erwartungen, und zwar zeigt derselbe, dal bei 
Kinwirkung auf das Blut sogenannter hiimolytischer Agenzien 
der zweite Erscheinungstypus in den ersten umgewandelt wird. 

Die deutlichsten Resultate wurden mit Saponin erhalten. 
Von drei von mir ausgefiihrten Versuchen will ich hier nur 
einen einzigen anfiihren, da alle tibrigen Versuche vollkommen 
identische Resultate ergaben. 





















Versuch IX. 







Normaler Hund, 18 kg. Das in der Oxalatlésung aufge- 
nommene Blut wurde in zwei dem Volumen nach ungefahr 
gleiche Teile geteilt. In einen derselben wurde Saponin getan, 
und zwar in einer Menge, dafi dieselbe, nach Wigung des ent- 
nommenen Blutes, 0,147 g auf 100 g Blut betrug. Beim Schiitteln 
wurde das Blut bald laekfarbig. In jeder dieser Blutproben 
wurde die NH,-Entwickelung untersucht. Die Werte sind in 
foleender Tabelle wiedergegeben. 
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Oxalathaltizges Blut Oxalathaltiges Blut -} Saponin 
Zeit in : ange 
NH,-Ge- NH,-Zu- | NH,-Ge-  NH,-Zu- 
‘ a 
Stunden | halt auf nahme auff halt auf nahme auf k - logy - ‘ 
100 ¢ Blut 100 g Blut}100 g Blut 100 ¢ Blut oc hig 
0 0.51 = Oat — — 
3'/2 —. _— 1,05 O.d+ 0.0908 
D'e 0.09 0.08 —_ | — 
7 "V2 _— —-- 133 | O82 | 0.0899 
4 0.76 0,25 ee - 
10 '/2 — — 14d | O94 0.0968 
12 0,99 0,48 ~ — 
22' 2 1.43 0,92 — 
24 - — 1.55 1.04 
27 1,53 1.02 sats - 
70+ 5 , 
t 
al no 
n+ ® 
Zeit —> 
, 6 12 °4,£6 20 2% 8B 


Diagramm des Versuches IX. 


Die untere Kurve N illustriert die NH,-Entwicklung im normalen 
Liute; die obere — S in durch Saponin hamolysiertem Blute. 


Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dai die Ammoniak- 
entwickelung im normalen, oxalathaltigen Blute den schon friiher 
beschriebenen Keaktionstypus mit Beschleunigung  vorstellt 
(Kurve N). Dasselbe Blut jedoch, durch Saponin himolysiert, 
gibt ein vollstiindig anderes Bild (Kurve S): wir haben hier 
denselben Typus vor uns, den wir bei schilddriisenlosen Tieren 
antrafen. Bemerkenswert ist hierbei, daB in beiden Fiillen die 
Reaktionsgrenze eine und dieselbe ist; folglich hatte das 
Saponin nur den Typus der Reaktion umgestaltet, 
und bestand seine Wirkung darin, dab die Katalysator- 
menge wahrend des ganzen Verlaufes des Prozesses 
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eine konstante wurde. Offenbar gelangt die gesamte in 
den Formelementen des Blutes enthaltene Menge des des- 
amidierenden Fermentes mit einem Male in das Plasma und 
bleibt in letzterem in konstanter Menge wiihrend des ganzen 
Verlaufes des Prozesses; teils wire dieses wohl auf die eigent- 
liche Hamolyse zuriickzufiihren, teils darauf, daf das Saponin 
die Leukocyten tétet und die Blutplattchen lost. 

Aus diesem Versuche ergibt sich, dafB die Diffusion des 
Katalysators aus den Formelementen des Blutes in das Plasma 
fraglos fiir die Eigentiimlichkeit des Prozesses des Typus II von 
EinfluB ist. Es folgt jedoch daraus durchaus nicht, daf diese 
Eigentiimlichkeit einzig und allein durch die Diffusionserschei- 
nungen bedingt worden wiire. 

Bevor wir jedoch zur Erorterung dieser Frage iibergehen, 
wollen wir uns zunichst im Mechanismus des nach dem Typus III 
verlaufenden Prozesses zurechtfinden. Offenbar sind hier drei 
Momente bestimmend: die Wirkung eines desamidierenden 
Fermentes im Blutplasma; die parallele Wirkung eines Fermentes, 
das eine synthetisierende Funktion hat, nennen wir dasselbe 
Antiferment: als drittes Moment endlich wiire ein Diffusions- 
prozef anzunehmen, demzufolge das blutplasma im Laufe einer 
gewissen Zeit — ungefahr 12 Stunden — allmahlich reicher 
an Desamidase wird, die aus den Blutzellen herausdiffundiert. 
Nehmen wir an, dal} im frisch entnommenen Blute hungernder 
Tiere die Wirkung des Antifermentes die Wirkung der Des- 
amidase tiberwiegt, und bezeichnen die Geschwindigkeitskoeffi- 
zienten des Desamidierungsprozesses und der entgegengesetzten 
Reaktion durch ky und k, so ist aus der Geschwindigkeits- 
gleichung 

dx 


= (ky — k,) (a — x) 
dt (Kq j 


ersichtlich, daB, solange k, > ka, die Geschwindigkeit des 
Ammoniakzuwachses eine negative sein muf. Das ist es eben. 
was in Wirklichkeit auch beobachtet wird und auf der Kurve H 
des Diagrammes durch den Kurvenzweig OA wiedergegeben wird. 

Da aber die Diffusion der Desamidase schon vom Momente 
des Aderlasses beginnt, was eine stetige Zunahme von ky nach 
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sich zieht, so mufi ein Moment eintreten, in dem ky = k, ge- 
worden ist und folglich 
dx 
sa ©, 
dt 


Dieser Moment ist auf der Kurve H durch den Punkt A 
wiedergegeben, wo die Richtung der Kurve parallel zur Zeit- 
achse ist. Bei weiterer Diffusion der Desamidase geht der 
ProzeB in ein zweites Stadium iiber, welches durch die Be- 
dingung ky > k, charakterisiert und durch Kurvenzweig A B 
illustriert wird. 

Nachdem der Diffusionsprozefi beendet ist und ky somit 
einen gewissen Grenzwert erreicht hat, tritt der Proze8 schlieb- 
lich in das dritte Stadium, welches durch den Kurvenzweig B H 
zum Ausdruck gebracht wird und wiihrend welchen 

ka — k, = konst. 

Von dem vorhergehenden wird das dritte Stadium durch 
den Wendepunkt B getrennt. 

Es ]aBt sich unschwer ersehen, dafi im wesentlichen auch 
dem Prozesse Typus II ein gleicher Mechanismns zugrunde liegt 
und dafi der Unterschied zwischen beiden nur durch andere 
Verhiiltnisse der Koeffizienten kg und k, bedingt wird. 

Das Charakteristische der Diagramme Typus II (Kurve N) 
besteht darin, dal die Richtung der Kurven im Nullpunkte 
der Koordinaten mit der Zeitachse zusammenfiilt. Diese 
Eigentiimlichkeit deutet darauf hin, dafh im soeben entnommenen 
Blute normaler gesunder Tiere — also folglich auch im zirku- 
lierenden Blute — die Geschwindigkeit der Ammoniakentwicke- 
lung gleich O ist. Das la8t sich leicht erkliren bei der An- 
nahme, daf im zirkulierenden Blute normaler gesunder Tiere 
die Wirkung der Desamidase genau im Gleichgewicht gehalten 
wird durch die Wirkung des Antifermentes, welch letztere wir 
uns, wie schon oben erwihnt wurde, als der Wirkung der 
Desamidase entgegengesetzt vorstellen. Mit anderen Worten, 
im Blute normaler Tiere muf als Anfangsbedingung gelten: 


ka = ki, 


und folglich die Anfangsgeschwindigkeit, wie aus der Gleichung 
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dx 
dt = (ky - - ks) (a xX) 


hervorgeht, gleich O sein. 

Das Gleichgewicht beider entgegengesetzter Wirkungen 
wird aber schon im Momente der Blutentnahme gestért. Offen- 
bar wiichst auch in diesem Falle der Koeffizient ky, welcher 
anfangs einen gewissen Wert besab, bestiindig, und zwar gleich- 
falls infolge der Diffusion der Desamidase aus den Blutzellen 
in das Plasma. Wenn dabei k, seinen konstanten Wert behiilt, 
so ist die Geschwindigkeit des Prozesses eine zunehmende. 
Dieses Stadium, das auf dem Diagramm durch den konvexen 
Kurvenzweig OC wiedergegeben ist, wird so lange fortdauern, 
bis der Diffusionsprozefi beendet ist und somit kq einen ge- 
wissen Grenzwert k;, erreicht hat. Von dieser Zeit an verlauft 
der Prozef mit einem Geschwindigkeitskoeffizienten = k, — k,. 
der einen positiven und wahrscheinlich auch einen konstanten 
Wert hat; auf dem Diagramm wird dieses Stadium durch den 
konkaven Kurvenzweig CN illustriert. Es ist auch hier dieses 
Stadium von dem vorhergehenden durch den Wendepunkt C 
getrennt, der natiirlich auch in diesem Falle, wie bei Typus III, 
den Ubergang von zunehmender Geschwindigkeit in eine ab- 
nehmende bezeichnet. 

Nicht tibersehen darf der Umstand werden, dab die 
Wendepunkte der Kurven, sowohl des Typus II, als auch des 
Typus Il] vom Momente der Blutentnahme durch ein and das- 
selbe Zeitintervall getrennt sind, und zwar betriigt dieses Inter- 
vall in beiden Fallen elf bis zw6lf Stunden. Es deutet dies 
darauf hin, dafi die Wendepunkte in beiden Fiillen eine und 
dieselbe Tatsache zum Ausdruck bringen, niimlich — das Ein- 
treten infolge des Diffusionsstillstandes — eines konstanten 
Gehaltes von Desamidase in der blutfltissigkeit. 

Was den Prozefi Typus Il anbetrifft, miissen wir noch 
einen Punkt erértern, welcher auf den Koeffizienten k, Bezug hat. 

Es kann keinem Zweifel unterliegen, dafi dieser Koeffizient 
beim Prozesse Typus III einen endlichen Wert hat, da hier 
das Versehwinden von Ammoniak unmittelbar beobachtet wird: 
beim Prozef} Typus II jedoch liegt die Sache nicht so klar. 
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Oben war darauf hingewiesen, dab bei diesem Typus fiir 
zirkulierendes Blut die Bedinguug kg — k, angenommen 
werden mul, und fiir entnommenes Blut ein allmiihliches 
Anwachsen von k, bei konstant bleibendem k,. Dureh diese 
Annahme wird der absolute Wert beider Koeffizienten nicht 
vorausbestimmt, und deshalb kann die Frage aufgeworfen 
werden: haben beide Koeffizienten in diesem Falle nicht etwa 
den Wert 0, wobei wir fiir zirkulierendes Blut die Bedingung 
hatten 

ka a kg = 0, 
fiir entnommenes blut jedoch eine Zunahme von ky von O 
bis zu einem gewissen endlichen Wert. 

Besitzt k, im Blute normaler nicht hungernder Tiere einen 
endlichen Wert, so miissen wir annehmen, dal hier ein syn- 
thetischer Prozeb vorliegt, wie auch im Blute von Hungertieren ; 
wenn aber umgekehrt k, = 0, dann miissen wir schlieSfen, 
dafi im Blute gesunder Tiere der synthetisierende Katalysator 
fehlt, wie auch im Blute schilddriisenloser ‘Tiere. 

Auf Grund folgender Uberlegungen kann die Frage im 
ersten Sinne beantwortet werden. 

Nehmen wir an, dafi das Diagramm im blute normaler 
Tiere einen zusammengesetzten Prozef darstellt, welcher aus 
einem Desamidierungs- und einem gewissen  synthetischen 
Prozefi besteht, und stellen wir uns dann die Aufgabe, das 
Diagramm dieses letzteren zu konstruieren. 

Zu diesem Zwecke kehre ich nochmals zu dem Versuche 
IX zuriick, dessen Diagramm in folgender Figur wiedergegeben 


wird: 
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wo ©, das Anwachsen von NH, im normalen Blute gesunder 
Tiere illustriert und C, in demselben, jedoch durch Saponin 
himolysierten Blute. 

Wenn €, ein summierter Prozef und C, einer der beiden 
Komponenten desselben ist, so wird das Diagramm des zweiten 
Komponenten durch folgende Konstruktion erhalten. 

Fiir einen gewissen Zeitmoment t = OA ergibt sich die 
Ordinate x aus der Gleichung: 

x = AA, — AA, = — A,<A,. 

Nehmen wir AA, = A,A), so erhalten wir den Punkt A, 
des gesuchten Diagrammes, welcher dem Zeitpunkte t ent- 
spricht. Durch eine solche Konstruktion fiir eine grofe Anzahl 
von Zeitpunkten erhielt ich die punktiert wiedergegebene 
Kurve €,; dieselbe stellt offenbar das Diagramm jenes Prozesses 
vor, durch dessen Summierung mit dem gleichzeitig verlau- 
fenden Prozesse C, der ProzeB C, resultiert. In der Kurve C, 
ist unschwer das Diagramm Typus III mit allen dasselbe cha- 
rakterisierenden EKigenschaften zu erkennen. Wie bei jenen 
experimentellen Kurven, so haben wir auch bei dieser theo- 
retischen drei Zweige: einen herabgehenden, zur Zeitachse 
konkaven, einen emporsteigenden konkaven und einen empor- 
steigenden konvexen. In beiden Fiillen liegen die Punkte der 
grobten Kurventiefe im Zeitraum zwischen der 6. und 7, Stunde 
und die Wendepunkte zwischen der 11. und 12. Stunde 
nach der Blutentnahme; wie die experimentelilen, so néahert 
sich auch unsere theoretisch konstruierte Kurve asymptotisch 
der Zeitachse. Somit kommen wir zu dem Schlub, dal der 
Prozefi Typus II sich aus zwei Prozessen zusammensetzt, von 
welchen der eine im Blute schilddriisenloser Tiere stattfindet, 
der andere im Blute von Hungertieren. Es hat also der Ko- 
effizient k, auch im zirkulierenden Blute normaler, nicht hun- 
gernder Tiere einen gewissen endlichen Wert. 

Restimieren wir nun das in diesem Kapitel Gesagte, so 
gelangen wir zu folgenden Schlubfolgerungen: 

I. Der Verlauf der Entwickelung resp. des Ver- 
schwindens von NH, im entnommenen Blute normaler, 
unter gewOhnlichen Ernaihrungsbedingungen befind- 
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licher Tiere, ferner im Blute normaler, doch lange 

hungernder Tiere und schlieBflich im Blute schild- 

driisenloser Tiere kann durch eine allgemeine fiir 

alle dreiFalle geltende Gleichung ausgedriickt werden: 
ot = (ka — k,) (a —x) 

wo ka und k, die Geschwindigkeitskoeffizienten des Desami- 

dierungs- resp. des synthetischen Prozesses bedeuten. 

2. Im Momente der Blutentnahme, folglich also 
auch im zirkulierenden Blute von Tieren dieser drei 
Kategorien, miissen folgende Verhaltnisse zugegeben 
werden: fiir Tiere der ersten Kategorie — 

ka = k, und ky == 6, 
fiir Tiere der zweiten Kategorie — 

ka < ks und kg == 0, 
fir Tiere der dritten Kategorie — 

k,; = O und kg = 0. 

3. Im Blute von Tieren der ersten zwei Kate- 
gorien vergrOfert sich nach der Blutentnahme — in- 
folge von Diffusion der Desamidase aus den Blutzellen 
in das Plasma — ka von jenem Werte, welchen dieser 
Koeffizient im flieBenden Blute hatte, bis zu einem 
gewissen Grenzwerte. Bei Tieren aber der dritten 
Kategorie behilt ka seinen urspriinglichen Wert kon- 
stant auch nach der Blutentnahme im Laufe sehr be- 
deutender Zeitriiume bis zu 24 Stunden. 

4, Folglich muf angenommen werden, dai das Blut- 
plasma schilddriisenloser Tiere schon intra vitam eine 
gewisse Menge von Desamidase enthalt, die auch 
nach der Blutentnahme keinen merkbaren Schwan- 
kungen unterliegt und die weder im fliefenden, noch 
im entnommenen Blute von dem Antifermente neutra- 
lisiert wird. 





Zusammenfassung. 


Wenn wir die im vorigen Kapitel angefiihrten Schluf- 
folgerungen physiologisch ausdriicken, so kann als bewiesen 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXXII. 29 
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gelten, daf im Blute normaler Tiere gleichzeitig zwei Prozesse 
vor sich gehen: eine Abspaltung von NH, infolge von Desa- 
midierungsprozessen und eine Bindung von NH,, die durch 
Vorgiinge synthetischen Charakters bedingt wird. 

Beide Erscheinungen erklire ich dadurch, dai ich im 
Blute das Vorhandensein zweier Katalysatoren resp. zweier 
Fermente annehme — der Desamidase und deren Antifer- 
mentes. — Letzteren Terminus (d. h. Antiferment) gebrauche 
ich nicht im allgemein angenommenen Sinne des Wortes, 
sondern in dem Sinne, wie Beitzke und Neuberg!) und auch 
H. Euler?) ihn anwenden, d.h. im Sinne eines spezifischen 
Katalysators eines bestimmten synthetischen Prozesses. 

Die Beobachtungen beim entnommenen Blute haben uns 
gelehrt, daB wir zwei Arten von Desamidase zu unterscheiden 
haben — die Zellen- und Plasma-Desamidase. Die Ammoniak- 
abspaltung, die wir im entnommenen Blute normaler Tiere 
beobachteten, vollzieht sich eigentlich durch die Wirkung der 
Blutzellendesamidase, welche bei den von uns gewahlten Ver- 
suchsbedingungen langsam in das Plasma _herausdiffundiert. 
Derjenige Teil der Desamidase aber, der sich im Blutplasma 
befindet, wird sowohl im entnommenen wie auch im flieBenden 
Blute normaler Tiere genau durch das Antiferment im Gleich- 
gewicht gehalten; im Blute von Hungertieren tiberwiegt die 
Wirkung des Antifermentes. Es besagt dieses nichts anderes, 
daB im ersten Falle die Geschwindigkeiten der durch beide 
Katalysatoren bedingten Prozesse im zirkulierenden Blute gleich 
sind und im zweiten Falle — bei Hungertieren — die Ge- 
schwindigkeit des ammoniakbindenden Prozesses solche des 
Desamidierungsvorganges iiberwiegt. 

Im Blute schilddriisenloser Tiere mtissen wir einen we- 
sentlich anderen Mechanismus annehmen. Im Gegensatz zu 
normalen Tieren fehlt hier — in typischen Fallen wenigstens — 
das Antiferment vollstandig; deshalb wird der durch die Plasma- 


'! H. Beitzke und C. Neuberg, Zur Kenntnis der Antifermente. 
Virchows Archiv, Bd. CLXXXII, S. 169 (1906). 

*) H. Euler, Gleichgewicht und Endzustand bei Enzymreaktionen. 
Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 146 (1907). 
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desamidase bedingte ProzeB nicht durch den entgegengesetzten 
Vorgang kompensiert; die unmittelbar beobachtete Ammoniak- 
abspaltung vollzieht sich in diesem Falle durch die Wirkung 
der Plasmadesamidase, nicht aber der Zellendesamidase, fiir 
deren Herausdiffundieren aus den Blutzellen nach der Blut- 
entnahme hier kein Grund vorliegt, da das Ferment in der 
gesamten Blutfliissigkeit schon im zirkulierenden Blute gleich- 
miafbig verteilt ist.!) 

Die angefiihrten Daten regen zunichst zur Frage an 
iiber die Herkunft der im Blutplasma vorhandenen Desamidase. 

Diese Frage kann natiirlich nicht direkt entschieden 
werden; hier miissen wir uns mit Analogieschliissen begniigen. 
Wie oben klargelegt wurde, unterliegt es keinem Zweifel, dab 
jene Desamidase, durch deren Wirkung die Ammoniakab- 
spaltung in vitro beim Blute normaler Tiere vor sich geht, 
aus den Blutzellen herstammt. Es geht dieses mit Sicherheit 
hervor sowohl aus der Analyse der Erscheinungen beim nor- 
malen Blute, wie auch aus den Saponinversuchen, bei welchen 
die Zellendesamidase in wenigen Minuten in das Plasma diffun- 





1) Aus den Verhiiltnissen zwischen dem Fermente und dem Anti- 
fermente in den verschiedenen Blutarten ergeben sich unmittelbar folgende 
Schliisse: im Blute normaler Tiere ist der Ammoniakgehalt intra vitam, 
sofern derselbe von Vorgingen im Blute selbst abhingig ist, konstant; 
im Blute von Hungertieren hat er die Tendenz, sich zu verringern; im 
Blute schilddriisenloser Tiere endlich geht die Entwicklung von freiem 
Ammoniak sogar in den Gefafen vor sich. Letzterer Umstand regt 
natiirlich zu der Frage an: spielt nicht vielleicht dieser im Blute sich 
entwickelnde NH, eine Rolle bei den Tetanieerscheinungen? Geringe 
Mengen freien NH,, welche sich im entnommenen Blute ektomierter Tiere 
entwickeln, scheinen dafiir zu sprechen, dafs diese Frage negativ zu be- 
antworten sei. Allein, dieser Erwigung kénnen wir keine entscheidende 
Bedeutung zumessen. Die Sache ist nimlich die, dafs jene Ammoniak- 
mengen, welche wir bei unseren Versuchen erhielten, durch die Menge der 
desamidierenden Substanz bestimmt werden, welche sich im gegebenen 
Volumen des entnommenen Blutes vorfindet. Wir wissen aber nichts 
davon, welche Mengen dieser Substanz tiberhaupt das Blut im Laufe 
eines gewissen Zeitraumes passieren, und kénnen nichts tiber den Umfang 
der Ammoniakbildung sagen. Jedenfalls ist vorliufig die Méglichkeit nicht 
von der Hand zu weisen, dafi dieser Blutammoniak vielleicht eine Rolle 
spielt bei den Intoxikationserscheinungen ektomierter Tiere. 
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dierte. Gleichfalls Zellenursprung nehmen wir auch an fiir die 
im Plasma praeexistierende Desamidase. Dieselbe kann aber 
nicht nur aus den Blutzellen, sondern iiberhaupt aus Zellen- 
elementen verschiedener Gewebe herstammen. Wir stellen uns 
namlich vor, daBb die Befreiung sowohl der Desamidase als 
auch anderer extracellularer Fermente und ihr Auftreten in 
den Ko6rperfliissigkeiten durch autolytische Prozesse hervor- 
gerufen wird. 

Obzwar viele Autoren die physiologische, resp. intravitale Bedeutung 
der autolytischen Prozesse bezweifeln, so diirfte wohl kaum daran zu 
zweifeln sein, dafi diese Prozesse eine wichtige Rolle spielen bei jener Ver- 
schmelzung der Zellenelemente, ohne welche man sich weder das Leben 
freier Zellen, wie z. B. der Blutzellen, noch auch zu Geweben gruppierten 
Zellen vorstellen kann. In beiden Fallen kénnen wir ohne die Annahme 
nicht auskommen, dafS ein gewisser Teil der Zellen sich in jedem ge- 
gebenen Momente auf dem Wege zur chemischen und morphologischen 
Desorganisation befindet, welche letztere durch die autolytischen Fermente 
geregelt wird. Bei dieser Desorganisation wird, wie uns wahrscheinlich 
erscheint, nebst den anderen intracellularen Fermenten auch die Des- 
amidase befreit, um dann als Bestandteil des Blutplasmas frei zu zirkulieren. 

Im Plasma normaler Tiere jedoch muften wir zugeben, 
dafi neben der Desamidase auch das Antiferment vorhanden 
sei. Hieraus ist zu schlieBen, daB im Organismus, gleichzeitig 
und parallel mit der Befreiung der Desamidase und ihrem 
extracellularen Erscheinen, sich auch die Bildung und das Ein- 
treten in das Blut eines entsprechenden Antifermentes vollzieht. 

Hier endlich gelangen wir zu der Frage tiber die Herkunft 
dieses spezifischen Antikérpers; die Antwort auf dieselbe be- 
reitet, wenn wir uns an unsere Versuchsresultate halten, keine 
Schwierigkeiten. 

Bei der Analyse der Erscheinungen bei normalen Tieren 
haben wir gesehen, dafi das Vorhandensein eines Antifermentes 
im Blute solcher Tiere nicht bezweifelt werden kann. Ander- 
seits zwingen uns die Erscheinungen bei Tieren nach voller 
Ektomie des Schilddriisenapparates zuzugeben, dai im Blute 
dieser Tiere das Antiferment vollstindig fehlt. Diese Tatsachen 
nun berechtigen uns zu dem Schlusse, daf der Schilddriisen- 
apparat dasjenige Organ ist, welches das Antiferment 
unmittelbar liefert, oder aber die Bildung desselben 
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iiberhaupt beeinflubt. Wir stellen uns vor, dali der Schild- 
driisenapparat jenes Organ ist, welches auf Anwesenheit von 
extracellularer Desamidase im Blute durch Hervorbringung ihres 
Antik6rpers reagiert und dai darin dessen spezifische oder 
aber eine seiner spezifischen Funktionen besteht. 

Diese Hypothese erklairt im allgemeinen sehr einfach 
alle beobachteten Erscheinungen. Details jedoch miissen selbst- 
redend Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 

So z. B. sind wir nicht imstande, auf die Frage zu ant- 
worten, welchem Teile des Schilddriisenapparates die Funktion 
zukommt, das Antiferment zu erzeugen; ob es die eigentliche 
Schilddriise ist, oder aber die Epithelkérperchen. Die Wahr- 
scheinlichkeit spricht fiir diese letzteren, doch erfordert diese 
Frage natiirlich weitere Untersuchungen, fiir welche die Mehr- 
zahl der Hunderassen leider ein wenig taugliches Material vor- 
stellt, und zwar infolge der zu nahen anatomischen Beziehungen 
zu einander beider Teile des Schilddriisenapparates. 

Ferner kénnen wir die Frage nicht beantworten, ob das 
Antiferment stets im Blute thyreoidektomierter Tiere fehlt oder 
aber nur auf der Hoéhe der Tetanieerscheinungen. Daf in 
diesem letzteren Zustande das Antiferment fehlt, kann als 
sicher angenommen werden. Fiir die prodromale Periode 
jedoch, welche immer an Hunden beobachtet wird, dann aber 
auch fir die lichten Zwischenraume, welche fast immer bei 
diesen Tieren vorkommen, bedarf die Frage einer speziellen 
Untersuchung. Diese ist hauptsiichlich deshalb interessant, weil 
sie mit einer anderen allgemeineren Frage verbunden ist, und 
zwar: stellt der Schilddriisenapparat das einzige Organ vor, 
welches das Antiferment produziert, oder aber kommt diese 
Funktion mehreren Organen zu, unter welchen der Schild- 
driisenapparat nur tiberwiegende Bedeutung hat, im Sinne von 
Umfang und Geschwindigkeit der Produktion des Antifermentes. 

Die Klarstellung der erwahnten Fragen diirfte wohl kaum 
groBe Schwierigkeiten bieten. Bedeutend schwieriger ist die 
Frage tiber die physiologische Bedeutung der Antiferment- 
produktion. Erstens, haben wir es mit einem oder mehreren 
Antifermenten zu tun, welche mehreren autolytischen Fermenten 
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entsprachen? In letzterem Falle wiirde die Funktion des Schild- 
driisenapparates in Hemmung der Wirkung der autolytischen 
Fermente im Blute tiberhaupt bestehen. 

Ferner, an welchen Substanzen des Blutplasmas vollzieht 
sich der Desamidierungsvorgang ? Diesbeziiglich muf zuniichst 
darauf hingewiesen werden, da8 der DesamidierungsprozeB aller 
Wahrscheinlichkeit nach ein reversibler ist. In dieser Hinsicht 
verdient die Tatsache Aufmerksamkeit, da8B wir das Hinein- 
ziehen von NH, in den synthetischen Prozef unmittelbar in 
den Fiillen beobachtet haben, wo die im Blute vorhandene 
Ammoniakmenge stark die Norm tiberstieg, was bei den lange 
hungernden Tieren der Fall war. Bei der Frage iiber die Ur- 
sachen der Ammoniakansammlung im Blute dieser Tiere will 
ich mich nicht aufhalten. Es ist leicht méglich, daB diese Er- 
scheinung bei Hungertieren blofi einen zufalligen oder tempo- 
riiren Charakter trug und durch die Einwirkungen bedingt war, 
denen die Tiere unterlagen: das Tier wurde gewaltsam aus 
dem apathischen, halbschlafrigen Zustande gebracht, in welchem 
es sich befand; so z. B. machte es Widerstandsanstrengungen, 
als es an das Operationsbrett angeschnallt wurde usw. Der 
Zustand der Tiere ‘anderte sich somit plétzlich mehr oder 
weniger scharf und an deren neuromuskuliren Apparat wurden, 
obzwar nur auf kurze Zeit, erhdhte Anforderungen gestellt. 
Es ist mdglich, dafi der Organismus jener ausgehungerten 
Tiere, welche uns als Versuchsobjekte dienten, auf diese An- 
forderungen blo8 durch Verschwendung von Eiweifstoffen 
reagieren konnte. Dadurch wird vielleicht die bedeutende 
Ansammlung von freiem NH, im Blute erklart als eines der 
Produkte des Eiweifzerfalles. Uns interessiert jedoch nicht 
diese Seite der Frage, sondern der Umstand, dai der Ammo- 
niak in denjenigen Fiillen in einen synthetischen Prozef hinein- 
gezogen wurde, wo er sich im Blute in Mengen angehauft hatte, 
welche die Norm drei- bis viermal tiberstiegen. Dieses eben 
war zu erwarten, wenn wir annehmen, dafi wir es mit einem 
vewissen umkehrbaren Vorgange zu tun haben 

La Oe, + Ss, 
welcher auf die eine oder die andere Seite gerichtet ist, je 
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nach der Menge der bei diesem Vorgange beteiligten Substanzen. 
Unsere Ansicht geht eben dahin, dai sowohl der direkte, als 
auch der umgekehrte Prozefh durch besondere Katalysatoren 
geregelt wird, und zwar geschieht das bei dem umgekehrten 
Prozesse durch einen Katalysator, der von dem Schilddriisen- 
apparate direkt oder unter seinem Einflusse produziert wird 
und seiner Funktion nach als Antiferment der Desamidase zu 
betrachten ist. 

Der schwierigste Teil der Frage besteht darin, jene Sub- 
stanzen festzustellen, an welchen sich im Blute ein reversibler 
ProzeB vollziehen konnte. 

Vor allen Dingen wire zu untersuchen, welche Substanzen 
iiberhaupt im Blute desamidiert werden kénnten. Bis hierzu 
habe ich Erfahrungen gesammelt tiber einige Aminosiiuren und 
Harnstoff.!) Letzterer unterliegt im Blute, wie schon oben er- 
wahnt wurde, keiner merkbaren Desamidierung. Von den Amino- 
siuren waren Alanin, Phenylalanin und Asparaginsiure unter- 
sucht worden; im Blute schilddriisenloser Tiere werden alle 
drei desamidiert. Die Ammoniakmengen, die beim Digerieren 
dieser Substanzen im Blute entstehen, iibersteigen bedeutend 
— 2 bis 3 mal — die Ammoniakmengen, welche sich im Blute 
selbst bilden. Nach welchem Typus vollzieht sich die Desami- 
dierung dieser Substanzen? Man k6énnte sich schwer vorstellen, 
daf im Blute Bedingungen vorhanden wiren fiir einen oxyda- 
tiven DesamidierungsprozeB, wie solcher von O. Neubauer?) 
festgestellt ist und dessen Reversibilitét vor kurzem von 
F. Knoop*) bewiesen wurde. 

Die unmittelbare Klarung dieser Frage stéBt auf grobe 
Schwierigkeiten, die darin liegen, dafB der Umfang der Desami- 
dierung im Blute wohl sehr gering ist, was darauf zuriickzu- 


1) Diese Versuche werden spater ausfiihrlicher mitgeteilt werden. 

7) O. Neubauer, Uber den Abbau der Aminosiiuren im gesunden 
und kranken Organismus, Deutsches Archiv fiir klinische Medizin, Bd. XCV, 
S. 211 (1909). 

3) F. Knoop, Uber den physiologischen Abbau der Siuren und 
die Synthese einer Aminosdure im Tierkérper. Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 
S. 489 (1910). 
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fihren wire, dafi sowohl die Desamidase als auch die zu 
desamidierende Substanz im Blute sehr verdiinnt sind. Jeden- 
falls scheint es mehr wahrscheinlich, daf es sich um irgend 
einen anderen, einfacheren, aber gleichfalls reversiblen Desami- 
dierungstypus handelt, welcher unter Beteiligung zweier Kataly- 
satoren den Ammoniakgehalt im Blute reguliert. 

Uns will es jedoch scheinen, dafi die Rolle jenes Kata- 
lysators, der seinen Ursprung direkt oder indirekt dem Schild- 
driisenapparate verdankt, sich nicht nur auf die Desamidierungs- 
prozesse im Blute beschriénkt. Es ist leicht mdglich, daf sein 
EinfluB sich auch auf Zellenelemente gewisser Gewebe erstreckt 
und sich in einer Hemmung, resp. Regulierung der Geschwin- 
digkeit der Ammoniakbildung iufert. Wie dem auch sei, die 
geschilderten Beobachtungen zwingen uns jedenfalls zu der 
Annahme, dali die Erzeugung eines spezifischen Antifermentes 
dem Schilddriisenapparate zuzuschreiben sei, dessen Teile auch 
vom anatomisch-embryologischen Standpunkte den Charakter 
einer echten Driise aufweisen. 








Uber die Reduktion des Furfurols durch Hefe bei der 
alkoholischen Garung. 


Von 
C. J. Lintner und H. J. v. Liebig. 





(Aus dem garungschemischen Laboratorium der k. technischen Hochschule, Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1911.) 


Das Verschwinden des Furfurols bei der alkoholischen 
Girung ist, worauf der eine von uns!) (Lintner), bereits hin- 
gewiesen hat, durch die Bildung einer Verbindung mit Schwefel- 
wasserstoff noch keineswegs erklirt. 

Einerseits verschwindet das Furfurol auch unter Be- 
dingungen, unter denen kein Schwefelwasserstoff entsteht; 
anderseits werden selbst bei reichlichem Auftreten von Schwefel- 
wasserstoff nur so geringe Mengen jener Verbindung gebildet, 
dafi sie lediglich durch den charakteristischen Geruch nach- 
zuweisen sind. lLetzteres kann nur damit zusammenhiéngen, 
daB das Furfurol bei der Gérung rasch in eine Verbindung 
iibergefiihrt wird, welche nicht mehr mit Schwefelwasserstoff 
reagiert. 

Um diese Verhiltnisse aufzuklaren, wurden Girungen unter 
Zusatz von Furfurol durchgefiihrt. Wenn auch die Annahme, 
dai das Furfurol zu Brenzschleimsiure?) oxydiert werde, wenig 
Wahrscheinlichkeit fiir sich hatte, so wurde doch zuniichst in 
der vergorenen Fliissigkeit auf diese Siiure gefahndet. Es ist 
denn auch in keinem Falle gelungen, Brenzschleimsiiure nach- 
zuweisen. Nach dem Verdampfen der iitherischen Ausztige 


') Zeitschrift f. d. ges. Brauwesen, Bd. 33, S. 361 (1910). 
2) Zeitschrift f. d. ges. Brauwesen, Bd. 21, S. 258 (1898); Bd. 25, 
S. 33 (1902). 
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kam als einzige krystallisierende Saure immer nur die Bern- 
steinsiure zum Vorschein. 

Ein Verschwinden des Furfurols durch Oxydation erschien 
somit als ausgeschlossen. 

Eher konnte man an eine Reduktion oder Kondensation 
denken. 

Nun war es bei den Versuchen zum Nachweis der Brenz- 
schleimsiiure schon aufgefallen, daB die krystallinische Saure 
regelmabig durch ein braunes, allméhlich verharzendes Ol von 
eigentiimlichem intensiven Geruch und bitterem Geschmack ver- 
unreinigt war. Die alkoholische Lisung dieses Ols, mit kon- 
zentrierter Schwefelsiure unterschichtet, gab an der Beriihrungs- 
stelle einen prachtvollen violetten Ring. Ein mit verdiinnter 
Salzsiéiure getriinkter Fichtenspan farbte sich im Dampf der 
kochenden wiisserigen Lésung schén blaugriin — Reaktionen, 
welche nach EK. Erdmann’) auch der Furylalkohol zeigt. 

Man durfte daher mit einiger Sicherheit annehmen, dai 
das Furfurol bei der alkoholischen Gérung in der Tat zu Furyl- 
alkohol reduziert wird. 

Nicht nur giirende, sondern auch in Wasser aufgeschlammte 
Hefe reduziert Furfurol zu Furfuralkohol, jedoch anscheinend 
viel schwiicher. Ob es sich bei der Reduktion des Aldehydes 
durch die Hefe um einen enzymatischen Vorgang handelt, wie 
ihn M. Hahn?) fiir die Reduktion des Methylenblaus durch 
Hefeprefsaft annimmt, und ob die reduzierende Wirkung inner- 
halb oder auBerhalb der Hefenzelle vor sich geht, bleibt weiteren 
Studien vorbehalten. 

Im Laufe der Untersuchung hat sich ferner herausgestellt, 
dafi der Furylalkohol nicht das einzige Umwandlungsprodukt 
des Furfurols ist. 

Von der Gesamtausbeute, die bisher im giinstigsten Falle 
70°/o des angewandten Furfurols erreichte, entfielen nur etwa 
23 auf den Alkohol, und '/s auf einen festen, schén krystal- 
lisierenden Koérper, mit dessen Untersuchung wir noch _ be- 
schaftigt sind. 

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 35, S. 1858 (1902). 

‘) «Die Zymasegirung» (Miinchen 1903), S. 348. 
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Dieser Korper steht jedoch anscheinend in nahem Zu- 
sammenhang mit dem Furylalkohol, aus dem er durch eine 
sekundire Reaktion hervorgehen mag. 

Im Nachstehenden soll nun einer unserer Versuche, welchen 
wir zum sicheren Nachweis des Furylalkohols méglichst quan- 
titativ ausgefiihrt haben, beschrieben werden. 

Zweimal je 21 10°/oiger Saccharoselésung wurden mit 
je 100 g sorgfaltig gewaschener untergiriger BierpreBhefe in 
Dreiliterkolben mit Giraufsatz bei 15—18° der Girung tiber- 
lassen. Nach 3 Stunden lieB man unter lebhaftem Umschiitteln 
je 10 g frisch destilliertes Furfurol tropfenweise zuflieBen. 

Es empfiehlt sich nicht, das Furfurol von Anfang an zu- 
zusetzen, da es den Eintritt der Giirung verzégert. Auch darf 
man wegen seiner Giftwirkung nicht mehr als 0,5°/o der Zucker- 
ldsung anwenden. Wie man im Verlauf der Gaérung beobachten 
kann, beeintriichtigt es die Entbindung der Kohlensiiure. Oft 
kommt es stundenlang zu keiner sichtbaren Kohlensiiureentwick- 
lung, das Gas bleibt scheinbar in der Fliissigkeit gelést, um 
beim Umschiitteln augenblicklich sttirmisch zu entweichen. 

Bei Zimmertemperatur (18—20°) ist die Gérung nach 
+ Tagen nahezu beendet, besser lift man sie jedoch eine Woche 
bis zur moglichst vollstiindigen Vergiirung des Zuckers dauern. 
Die Hefe hat sich dann am Boden und den Wiinden des Kolbens 
fast vollstandig abgesetzt. 

Schon wenige Stunden nach dem Zusatz des Furfurols 
kann man in einer filtrierten kleinen Probe der giirenden Fliissig- 
keit den Furylalkohol nachweisen. Man gibt zu einigen Kubik- 
zentimetern des Filtrats das gleiche Volumen konzentrierter 
Salzsiure (1,19), worauf nach wenigen Sekunden, eventuell 
nach gelindem Erwiirmen im kochenden Wasserbad eine mehr 
oder weniger intensive Lilafarbung auftritt. 

Bedingung zum Zustandekommen dieser Keaktion ist nach 
EK. Erdmann!) die Anwesenheit von Furfurol, mit welchem 
sich der Alkohol kondensiert. 

Indem allmiihlich alles Furfurol verschwindet, muf die 
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Reaktion nach Erreichung eines gewissen Hédhepunktes nach 
und nach wieder schwacher werden. 

Die Furfurolreaktion ist meist nach 4tigiger Giarung ver- 
schwunden. Man fiihrt sie am besten nach G. Heim!) aus, 
indem man in ein kleines Porzellanschalchen zu der zu priifenden 
Fliissigkeit ein paar Tropfen Anilin gibt, umrihrt, und dann 
einen Tropfen verdiinnter Salzsaure (S. = 1,125) zu dem Anilin- 
trépfehen flieBen lafBt. Die geringsten Spuren Furfurol lassen 
sich noch durch eine zarte Rosafiirbung erkennen. Furylalkohol 
gibt unter denselben Bedingungen eine Gelbfirbung. 

Nach beendeter Giarung filtrierte man die Fliissigkeit von 
der Hefe ab und versetzte das klare, schwach gelblich gefirbte 
Filtrat (ca. 41) mit 2 kg Potasche, sodaf man also eine etwa 
50°/oige Lauge erhielt.?) 

Nach einigem Stehen scheidet sich eine diinne, dunkel- 
gefiirbte Schicht von Weingeist auf der Oberfliche ab, welche 
Furylalkohol gelést enthilt. Zugleich setzen sich Ausscheidungs- 
produkte der Hefe (EKiweifstoffe?) in Flocken ab. 

Die alkoholische Schicht mit Bodensatz lieferte nach 
dem Ausschiitteln mit Ather und Abdestillieren dieses Liésungs- 
mittels 5,6 g Rohol. 

Die Hauptmenge der klaren Fliissigkeit, welche in einzelnen 
Portionen unter Zuhilfenahme von etwas Alkohol zur Zerstorung 
der listigen Emulsionen ausgeiithert wurde, ergab weitere 9,5 g, 
sodaf} insgesamt 15,1 g Rohfurylalkohol erhalten wurden. 

Die Hauptmenge der Reaktionsprodukte war also nicht in 
der alkoholischen Schicht, sondern in der Lauge enthalten. 

Eine nochmalige Extraktion mit Ather unterblieb auf Grund 
der Erfahrung aus mehreren anderen Versuchen, die lehrten, 
dafi keine lohnende Ausbeute mehr herauszuholen war. 

Man vereinigte die beiden Ole und unterwarf sie zu- 
sammen der fraktionierten Destillation. 

Es gingen tber: 

‘) Zeitschrift f. d. ges. Brauwesen, Bd. 21, 5. 258 (1898). 

*) Vel. Erdmann, a. a. O., 5. 1856. 
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bei 100—165° 1,25 g Vorlauf 

» 165—180° 3,21 » Furylalkohol 

» 180—200° 3,75 » hellgelbes Ol 

200—240° 5,35 » in Eiskiihlung erstarrendes OI. 

Der Riickstand betrug 0,5 g und erstarrte zum grofen 
Teil in Eis, er bildete ein schwarzbraunes penetrant riechendes 
Ol, das bei fortgesetztem Erhitzen sich unter Ammoniakentwick- 
lung und widerlichem Geruch zersetzte. Insgesamt wurden bei 
der Fraktionierung rund 14g oder 70°/o des angewandten 
Furfurols erhalten. Ein Versuch, die Destillation unter ver- 
mindertem Druck vorzunehmen, muBbte der Siedeverziige wegen 
aufgegeben werden. Unter gewoOhnlichem Druck muf mit Siede- 
steinchen iuf erst vorsichtig destilliert werden; zunehmende 
Dunkelfiirbung der Masse unter gelinder Zersetzung ist aller- 
dings stets die Folge. Als Verunreinigung finden sich in den 
Produkten gewisse Kolloidstoffe, vermutlich aus der Hefe 
stammend, welche auf Zusatz von Ather zu dem von Alkohol 
befreiten Rohél in Fléckchen ausfallen. 

Die Rektifikation der einzelnen fliissigen Fraktionen hatte 
stets das Ergebnis, daf diese in Furylalkohol einerseits und 
einen hoher siedenden Anteil anderseits zerfielen ; bei jeder neuen 
Destillation blieb ein schwarzbrauner, unangenehm riechender, 
verharzter Riickstand, der auf eine geringe Zersetzung zuriick- 
zufiihren ist. 

Es wurden insgesamt 4 g Furylalkohol vom Kpz20—39: 
166—70° (unkorr.) als kaum gefarbte, aromatisch riechende 
Flissigkeit, frei von Furfurol, gewonnen. 

0,1546 g Substanz = 0,3434 g CO,; 0,0877 g H,O 
0,1689 » » = 0,3749 » CO,: 0,0943 » H,O. 
C;H,O, Ber. C: 61,22; H : 6,12 

Gef. UC: 60,57; 60,51. H: 6,30; 6,20. 

Zur Identifizierung stellte man ferner den Diphenylcarbamin- 
siureester nach E. Erdmann!) dar, indem man 1,75 g Furyl- 
alkohol mit 4g Diphenylharnstoffchlorid und 2,3 g reinsten 
Pyridins eine Stunde im kochenden Wasserbad erhitzte, und 


') Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Bd. 35, 5. 1859 (1902). 
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die Schmelze darauf in heifes Wasser goB. Die nach dem 
Erkalten hart und krystallinisch gewordene Masse wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert. Die sehr feinen, weifen, glanzenden 
Niidelchen schmolzen bei 98° (Erdmann, 1. c., 97,5—98°). 
Schwerloslich ist der Ester in Petrolaither, aus dem er in 
biischelf6rmig gruppierten, gelblichen Nédelchen krystallisiert. 

Aus der bei 200—240° siedenden Fraktion wurde ein 
schon krystallisierender Kérper erhalten, von angenehmem, dem 
des Furylalkohols fhnlichen Geruch. Er schmilzt bei 50,5° 
(unkorr.), destilliert unter teilweiser Zersetzung bei 235° (720 mm), 
ist in Wasser duBerst leichtléslich und verdampft an der Luft 
wie Kampfer. Trinkt man Filtrierpapier mit dem geschmolzenen 
Korper, so wittert er im Vakuumexsikkator in weifen, ungemein 
zarten, oft zentimeterlangen Nadeln aus. 

Mit der Untersuchung dieses Koérpers sind wir, wie bereits 
bemerkt, noch beschiiftigt. 























Uber das Wachs der Hummein. 
III. Mitteilung. 


Sind die Alkohole des Psyllawachses und des Hummelwachses 
identisch? 


Von 
Ernst Edw. Sundwik. 





(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1911.) 








Resumee: Ich habe in zwei friiheren kurzen Abhandlungen (diese 
Zeitschrift, Bd. 26, S. 56, und Bd. 53, S. 365) die grofen Ubereinstim- 
mungen hervorgehoben, die diese beiden Alkohole zeigen: dieselbe Kry- 
stallform, soweit es mdglich ist, diese zu bestimmen, denselben Schmelz- 
punkt, 69—70° C. Die Molekiile sind gleich. Die Analyse ergab die 
Formel C,,H,,: OH = 480. Nach Beckmann bekam ich fiir den Alkohol 
des Hummelwachses 476, 480, 455 und nach einem in diesen Tagen ge- 
machten Versuche 475. 

0,3954 g Substanz in 44 g Benzol (= 50 ccm) gelist — 0,891 %/o, 
ergaben t®, — t® 0,050, danach das Molekiil gleich 475. 

Die beiden Alkohole sind dazu etwas klebrig anzufiihlen; beim 
Losmachen vom Papier (als trocken) werden beide stark elektrisch, d. h. 
festgehalten, bezw. umhergeschleudert. Die Lésungsverhiltnisse sind auch 
ziemlich gleich. Bei vorsichtigem Erhitzen verfliichtigen sich beide ohne 
nennenswerte Zersetzung. 

Dessenungeachtet ware es ja noch mdglich, dab man 
durch andere Reaktionen die Nichtidentitiéit nachweisen kénnte. 
Dies ist mir in der Tat gelungen, und zwar infolge einer zu- 
falligen Beobachtung. 

Der Psyllaalkohol laBt sich mit tiberschiissigem Kali in 
alkoholischer Lésung ohne Zersetzung erhitzen, und zwar auch 
dann, wann der grdBte Teil des Alkohols sich verfliichtigt hat 
liber einer Gasflamme, nicht nur im Wasserbade. Beim Aus- 
fiihren derselben Operation mit Hummelwachs trat auf einmal 
eine heftige Reaktion ein, die die Masse fast zum Uberlaufen 
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brachte. Diese Reaktion gab mir die Anregung, die beiden 
Alkohole mit Natronkalk zu erhitzen. 

a) Verhalten des Psyllaalkohols. 

In ein etwa 35 cm langes Analysenrohr wurden zuerst etwa 5 cm 
Natronkalk, dann eine innige Mischung von Alkohol und Natronkalk, zu- 
letzt nur Natronkalk gebracht, doch so, dafs etwa 10 cm des Rohres leer 
blieben. Die Erhitzung geschah auf einem Verbrennungsofen, und zwar 
von vorne so, dafi der leere Teil auferhalb des Ofens blieb. Das Rohr 
war mit Asbest umgeben, oben und unten mit 2 Metallrinnen umgeschlossen 
und neben das Rohr ein Druckthermometer gelegt. Die Miindung des 
Rohres war durch einen mit sehr engem Glasrohr versehenen Korkpfropf 
geschlossen und die Erhitzung bis 360—370° C. nach und nach gesteigert. 
Gasentwicklung (H,), kein Destillat mit Ausnahme von etwas Wasser. 

Der Inhalt des erkalteten Rohres wurde mit Salzséure 
behandelt, der abfiltrierte, ausgewaschene und getrocknete 
Riickstand in absolutem Alkohol gelést, mit BaCl, und etwas 
Ba(OH), gefillt. Die reine, getrocknete Masse wurde mit ab- 
solutem Alkohol und Ather hei& ausgezogen, dann mit Salz- 
siiure beim Erhitzen versetzt und die ausgeschiedene Saure 
aus Alkohol krystallisiert erhalten. Die Saure fiel zum Boden, 
brachte nicht wie die Alkohole die ganze Lésung zum Er- 
starren, schmolz bei 93°, 93,59 und 94° C., bildete rauten- 
formige Krystalle mit Winkeln von 74° und 106°,1) also alles 
Kigenschaften, die der Psyllaséure eigen sind. 

Beim Erhitzen des Psyllaalkohols mit Natronkalk 
bildet sich also dieselbe Séure, die im Psyllawachs 
zu finden ist: die Psyllasiéure. 


b) Verhalten des Alkohols des Hummelwachses. 

Der Versuch wurde ganz, wie beim Psyllaalkohol an- 
gegeben ist, gemacht. Da aber schon unter 200° C. ein Stoff, 
der im kilteren Teil des Rohres erstarrte, sich zu entwickeln 
begann,?) so wurde nur bis héchstens 320° C. erhitzt. Der 
ubergegangene Stoff, aus Aceton mehrmals umkrystallisiert, 
zeigt den Schmelzpunkt 56—56,5° C. und siedet fast unzersetzt 
bei 310—314°C. Das Mittel aus 3 Analysen (die itiberein- 


') Die Winkelmessung wurde in Gegenwart des Herrn Dozenten 
der Physik Dr, Oholm gemacht. 
*) Durch die Wasserdimpfe iibergetrieben. 
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stimmend waren) ergab: C = 84,05°/o, H = 14,60°/o, ein 
Resultat, welches den Formeln: (C,,H,,),0 (C = 84,28°/o, 
H = 14,22°/o), oder auch: (C,,H,,),CO (C = 84,23°/o, H = 
14,03°/o) nahe entspricht. 

Kine soleche Annahme ist aber ganz unmédglich. 
Durch 5 zu verschiedener Zeit gemachten Molekulargewichts- 
bestimmungen nach Beckmann steht es fest, dab das Mole- 
kulargewicht des Stoffes etwa 360 ist. Es muf sich hier der 
Alkohol gespallen und neben Kohlenwasserstoff von niedrigerem 
Kohlenstoffgehalt auch Ketone sich gebildet haben. Auch kann 
sich ein Teil des Alkohols verfltichtigt haben, und so bei der 
Analyse etwa 1,6°/o Sauerstoff geliefert. — Siehe: Hell, Best. 
des Molekulargewichts und der Atomigkeit der hdheren Al- 
kohole; Ann. d. Chemie u. Physik, 223, S. 281: auch Destrem: 
Ann. de Chim. et de Physique (5) 27, 7, ref. in Beilsteins 
Handb. 1, S. 973. — 

Beim Einhalten einer etwas niedrigeren Temperatur 
wiihrend der Behandlung mit Natronkalk (220—260° C.) be- 
kommt man kleine Mengen einer Sdure (iiber die Behandlung 
siehe beim Psyllaalkohol oben) mit dem Schmelzpunkt etwa 
78°C. Die Siure bringt auch hier nicht die ganze Liésung 
zum Erstarren wie die Alkohole, sondern sinkt zum Boden. 
Weiteres hieriiber jedoch erst spiter, da mir eine geniigende 
Menge Rohmaterial nicht zur Verfiigung steht. Nur sei noch 
bemerkt, daB sich aus dem Silbersalz das Molekulargewicht 
507 statt 494 ergab (Ag = 17,53°/o statt 17,97 °/o). 

Durch diese Untersuchungen geht hervor, dab 
der Psyllaalkohol und der Alkohol des Hummelwachses 
nicht identisch sein kénnen. Das zeigt nicht nur das ver- 
schiedene Verhalten beim Behandeln mit Natronkalk, sondern 
auch die erhaltenen Siiuren, die einen verschiedenen Schmelz- 
punkt (94° bezw. 78°C.) und auch eine verschiedene Form 
zeigen. Die Siiture des Hummelalkohols (ich will diesen Namen 
fiir den Alkohol des Hummelwachses gebrauchen) krystallisiert 
in Formen, die den Teichmannschen Haminkrystallen gleichen, 
und die Krystalle sind sehr klein. Die Winkel kénnen darum 


nicht gemessen werden. 
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Hierzu moéchte ich nur noch bemerken, dai ich zwar 
eine eingehendere Untersuchung tiber diese beiden Alkohole 
angestellt habe, bis auf weiteres aber auf einen ausfiihrlichen 
Bericht verzichten mu8. Die meisten der Untersuchungen 
stammen schon vom Winter 1909/10, aber die Unméglichkeit, 
ein reichlicheres Rohmaterial zu ernten, hat viele ndtigen 
Kontrollversuche unmdglich gemacht. Vielleicht wird der kom- 
mende Sommer mir hinreichend Rohwachs bringen. Auch die 
Furcht, daB® unrichtige Angaben, die spiter schwer zu_be- 
richtigen wiiren, durch Referate und dergleichen verbreitet 
werden kénnten, hat mich dazu bewegt, dies zu publizieren. 


Helsingfors, Physiologisch-chemisches Institut. 




















Verdauung und Resorption von Nucleinséure im Magendarm- 
kanal. 
II. Mitteilung. 


Von 
E. S. London, Alfred Schittenhelm und Karl Wiener. 





(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin 
zu St. Petersburg und dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Erlangen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, Mai 1911.) 


In unserer ersten Mitteilung!) haben wir tiber Unter- 
suchungen berichtet, welche die Verfolgung des Abbaues der 
Nucleinséure im Darm zum Ziele hatten. Wir fanden damals, 
dah vornehmlich in den unteren Darmabschnitten, dem unteren 
Jejunum und Ileum, eine Aufspaltung der Nucleinsaéure vor sich 
geht, und konnten auf indirektem Wege mit grofer Wahr- 
scheinlichkeit erweisen, dai dabei Nucleoside (Guanosin usw.) 
entstehen. 

Die Fortfiihrung der Untersuchungen geschah wiederum 
unter Verwendung von Fistelhunden und zwar vornehmlich 
solechen mit Ileumfisteln. Der aus diesen nach Verfiitterung 
von thymonucleinsaurem Natrium erhaltene Chymus wurde 
nach den Vorschriften von Levene und Jacobs verarbeitet. 
Wir konnten zuniichst unsere friiheren Resultate voll bestatigen. 
Bei der Verarbeitung der Bleisalze erhielten wir eine Substanz, 
welche in ihren Eigenschaften der Guanylséure entsprach. 
Vor allem aber gelang es uns, Guanosin zu isolieren und 
mit Sicherheit zu identifizieren. Im Filtrat des Guanosins 
konnten wir ein Pikrat erhalten, welches vielleicht Adenosin 
war; die Ausbeute war jedoch zu gering zu einer genaueren 
Identifizierung. 





') E. S. London und Alfred Schittenhelm, Verdauung und 
Resorption von Nucleinséiure im Magendarmkanal. I. Mitt.. Diese Zeit- 
schrift, 1910, Bd. 70, S. 10. 
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Durch das Auffinden des Guanosins ist es jedenfalls be- 
wiesen, dafi auch in der Thymonucleinséure die durch die 
schonen Untersuchungen von Levene in anderen Nucleinsiiuren 
entdeckten Nucleoside vorhanden sind. Es geht aber weiter 
aus unseren Untersuchungen hervor, dafi der Weg der Auf- 
spaltung im Darm, was wir bereits in unserer ersten Mitteilung 
annahmen, unter Abspaltung der Nucleoside vor sich geht, also 
sich ihnlich gestaltet wie z. B. die Séurehydrolyse der Hefe- 
nucleinsiiure. Es werden offenbar die Polynucleotide erst in Mono- 
nucleotide zerlegt, ehe die Phosphorséure abgespalten wird. 

Es ist klar, dafi die genaue Kenntnis des Abbaues der 
Nucleinsiiure im Darm und in den Geweben des Korpers aufer- 
ordentlich wichtig ist. Wir sind heute zwar tiber den Abbau 
der Purinbasen recht wohl orientiert; es fehlte aber bislang 
an Kenntnis uber die hdheren Spaltungsvorginge. Diese ist 
uns unbedingt notig, wenn wir in der Physiologie und auch in 
der Pathologie des Nucleinstoffwechsels vollig klar sehen wollen. 
Kiir die Guaningicht der Schweine und auch vielleicht fiir die 
menschliche Gicht lassen sich neue Gesichtspunkte gewinnen, 
die uns notiger sind, als die Wiederholung langer theoretischer 
Auseinandersetzungen. 

Es kann schon heute als ziemlich sicher angenommen 
werden, dali der Weg des Abbaues durch Fermente, den wir 
fiir den Darm gefunden haben, auch fiir die inneren Organe 
giiltig ist. Der Befund von freiem Guanosin in der Pankreas- 
driise und in anderen Driisen, den Levene und Jacobs!) er- 
hoben, zeigt, wie diese Autoren selbst anfiihren, auf den Gang 
der Nucleinsiiurespaltung bei der Autolyse der Organe hin. 
Es miissen also dort gleiche Fermente wirksam sein. Levene 
und Jacobs?) haben nun die interessante Entdeckung gemacht, 
dai auf chemischem Wege eine Umwandlung von Adenosin 
in Inosin und von Guanosin in Xanthosin leicht moglich ist. 


') P. A. Levene und W. A. Jacobs, Uber das Vorkommen des 
freien Guanosins in der Pankreasdriise. Biochemische Zeitschrift, 1910, 
Bd. 27, S. 127. 

*) P. A. Levene und W. A. Jacobs, Uber die Hefenucleinsiure. 
Il. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 1910, Jg. 43, S. 3150. 
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Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit gegeben, daB innerhalb 
der Gewebe der weitere Abbau wenigstens zum Teil einen 
derartigen Weg nimmt. Unsere seitherigen Ansichten, dab 
Guanin und Adenin erst freigemacht werden, ehe sie der Des- 
amidierung unterliegen, miissen also wohl modifiziert werden. 

Unsere Untersuchungen und Befunde bilden den Anfang 
fiir die biologische Verwertung der wichtigen Leveneschen 
Feststellungen. Wir sind dabei, den eingeschlagenen Weg weiter 
zu verfolgen. 


Experimenteller Teil. 


Der nach Verfiitterung von thymonucleinsaurem Natrium 
gewonnene I[leumchymus wurde in Wasser gelist und mit 
25°/oiger bleiacetatlbsung versetzt. Von den ausgefallenen 
Niederschlagen wurde abfiltriert und mehrmals ausgekocht. Die 
vereinigten Filtrate wurden ammoniakalisch gemacht und weiter 
mit Bleiacetat gefiillt. 

Die abfiltrierten Bleiverbindungen wurden nun in Wasser 
suspendiert und durch die kochend heife Suspension Schwefel- 
wasserstoff geleitet. Nachdem vom Bleisulfid abfiltriert war, 
wurde im Vakuum bei 50° bis zum Sirup eingeengt und dieser 
der Krystallisation in der Kiilte tiberlassen. Die Menge der 
so erhaltenen Substanz betrug ca. 0,35 g. Sie wurde in etwas 
ammoniakalischem Wasser heifi gelést und die Loésung in Al- 
kohol filtriert. Dabei fielen geringe Mengen einer flockigen 
Substanz aus, die organisch gebundene Phosphorsiure und 
Purinbasen enthielt (Ammoniumsalz der Guanylsiure?). Zur 
genauen Identifizierung war die Menge zu gering. Das Filtrat 
wurde im Vakuum eingeengt. Das Guanosin schied sich in 
kleinen nadelformigen Krystallen aus. Zur Analyse wurde 
es zweimal aus verdiinntem Alkohol (60°/oig) umkrystallisiert. 
Die Substanz gab eine starke Orcinprobe und enthielt, wie die 
Hydrolyse einer kleinen Probe mit Salzsiiure zeigte, Guanin. 
Sie wurde bei 100° getrocknet. 

0,1310 g Substanz gaben 0,2025 g CO, und 0,0565 g H,O 
Berechnet: C = pe 540 H = 4,59 
Gefunden: C = 42,16 H = 4,79. 
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In das Filtrat vom Guanosin wurde unter Erwarmen 
Pikrinsaéure eingetragen und die Lésung auf Eis gestellt. Dabei 
schied sich neben Pikrinséure ein anderes Pikrat (Adenosin ?) 
aus. Die abfiltrierte Krystallmasse wurde in heifem Wasser 
gelést, mit verditinnter Schwefelséure schwach angesduert und 
mit Ather ausgeschiittelt. Die pikrinfreie Lésung wurde mit 
frisch gefilltem Baryumcarbonat von Schwefelsdéure befreit und 
auf ein kleines Volumen eingeengt. Beim Stehen in der Kalte 
schied sich eine weife Substanz ab, die aus mikroskopisch 
kleinen Nadeln bestand. Zersetzungspunkt der getrockneten 
Substanz unscharf bei 229°. Zur Analyse reichte die Aus- 
beute nicht hin. 

Wir haben noch einen zweiten Versuch mit demselben 
Resultat verarbeitet. 








Zur Kenntnis der Autolyse des Gehirns. 


Von 
Friedrich Simon, Berlin. 


(Aus der chem, Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Mai 1911.) 


In der Reihe der einzelnen Organe, deren autolytische 
Prozesse genauer erforscht wurden, scheint das Gehirn — was 
das Studium seiner intracellularen Fermente betrifft — bisher 
wenig beachtet worden zu sein. Denn die Tatsachen, die ich 
in der mir zugiinglichen Literatur tiber das Vorkommen, die 
Art und Wirkungsweise von Fermenten des Zentralnerven- 
systems ermitteln konnte, sind duBerst spiirlich. 

Was zuniichst das Vorkommen proteolytischer Fer- 
mente im Gehirn betrifft, so liegen die Angaben dreier Autoren 
vor. Rosell,!) der das M. Jacobysche Verfahren zur Iso- 
lierung intracellularer Fermente in vereinfachter Form (Fiillung 
der wiisserigen Organextrakte mit Uranylacetat) benutzte, hat 
verschiedene Organe (vom Rind bezw. Pferd) auf den Gehalt 
an intracellularen proteolytischen Fermenten untersucht. Es 
gelang Rosell, mit dieser Methode ein proteolytisches 
(«trypsinoides» bezw. «pepsinoides»), auf frische Fibrin- 
flocken ldsend wirkendes Ferment in Pankreas, Speichel- 
driisen, Lymphdriisen, Milz, Knochenmark, Thymus, Milchdriisen, 
Muskeln, Lunge, Nebennieren und Hoden nachzuweisen, dagegen 
wederim Gehirn noch in den Nieren. Dann haben Levene 
und Stookey?) Untersuchungen iiber die Autolyse des Gehirns 
unter wechselnden Bedingungen angestellt und dabei ihre Auf- 
merksamkeit gerade auf die bei der Autodigestion dieses 


‘) Max Rosell, Uber Nachweis und Verbreitung intracellulirer 
Fermente. Inaug.-Dissert., Strafburg 1901. 

2) Levene und Stookey, On the autolysis of brain tissue. The 
Journal of Medical Research, Boston, Oktober 1903, 5. 212. 
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Organes sich abspielende fermentative Proteolyse gerichtet. 
Diese Forscher benutzten Hundegehirne, die sie 6 Tage lang 
(in drei getrennten Versuchsreihen) mit physiologischer Koch- 
salzldsung, mit 0,2°/oiger Essigsiiureldsung und mit 0,5°/oiger 
Natriumcarbonatlésung digerierten. In den Versuchsprotokollen 
habe ich allerdings weder Angaben tiber die Hohe der Digestions- 
temperatur, noch tiber den Zusatz von Chloroform oder anderen 
Antisepticis finden kénnen. Es wurden ferner zwei Parallel- 
versuche zu den beiden (essigsauren und sodaalkalischen) Auto- 
lysen mit Zusatz von etwas (zuvor erhitzter) Gehirnsubstanz 
durchgefiihrt, um den EinfluB des Nervengewebes auf den Ver- 
lauf der Gehirnautolyse zu studieren. Vor Beginn der Auto- 
digestion, sowie nach 6 Tagen ihrer Dauer wurden bestimmt: 
Gesamt-N, koagulierbarer N, nicht koagulierbarer N («Albu- 
mose-N»), durch Zinksulfat nicht fallbarer N («Pepton- und 
Amino-N») und der Stickstoff des freien Ammoniaks. Die Ver- 
suchsergebnisse lassen sich dahin zusammenfassen, daf in allen 
Versuchsreihen eine mehr oder weniger betriichtliche Abnahme 
des koagulierbaren N und entsprechende Zunahme des unkoa- 
gulierbaren und durch ZnSO, nicht fallbaren N nachgewiesen 
wurden, dafi also eine autodigestive Proteolyse des 
Gehirns festzustellen war, die bei Gegenwart von Essig- 
siiure beférdert, bei Gegenwart von Natriumearbonat gehemmt 
und bei gleichzeitiger Anwesenheit sterilisierter Gehirnsubstanz 
im essigsauren Medium etwas ungiinstig beeinflubt wurde. Mit 
ihrer Beobachtung der hemmenden Wirkung alkalischer Re- 
aktion auf die autodigestive Proteolyse befinden sich tibrigens 
Levene und Stookey im Einklang mit den entsprechenden 
Feststellungen, die Schwiening,!) Baer und Loeb,?) v. 
Drjewezki,*) Preti*t) fiir die Autolyse der Leber gemacht 
haben. Schlieblich haben noch Kutscher und Lohmann’) 





1) Schwiening, Virchows Archiv, Bd. 136, S. 444, 1894. 

*) Baer und Loeb, Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm., Bd. 53, 
». 1, 1905. 

*) v, Drjewezki, Biochem. Zeitschrift, Bd. 1, S. 229, 1906. 

*) Preti, Diese Zeitschrift, Bd. 52, S. 485, 1907. 

*) Kutscher und Lohmann, Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 317, 1903. 
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gelegentlich ihrer Untersuchungen tiber «die Endprodukte der 
Pankreas- und Hefeselbstverdauung» auch ein Ochsengehirn 
der Autodigestion unterworfen. «Nachdem die Verdauungs- 
fliissigkeit konstante Drehung» gezeigt hatte, wurde das Filtrat 
— nach Koagulation der Eiweiikérper — eingeengt und dureh 
Fallung mit Silbernitrat, Baryt und Phosphorwolframsiiure auf 
die Fraktionen der Alloxurbasen, des Arginins, Histidins und 
Lysins verarbeitet. Hierbei erhielten Kutscher und Lohmann 
nur in der Argininfraktion eine geringe Fiillung und schlossen 
daraus, dai die proteolytischen Enzyme, die sich «vielleicht» 
im Gehirn finden, das geliste Eiweif nur wenig zu veriindern 
scheinen. 

Hinsichtlich der Frage, ob intracellulare Fermente des 
Gehirns das Protagon zu zersetzen oder chemisch zu ver- 
iindern vermdgen, sei auf eine Beobachtung A. Nolls!) ver- 
wiesen, der in der einen Grobhirnhemisphire eines Ochsen 
einen Protagongehalt von 19,83°/o (der trockenen weiben Sub- 
stanz) und in der entsprechenden anderen Hemisphiire nach 
3 tagigem Liegen an der Luft einen solchen von 18,98°/o er- 
mittelte. Noll scheint auf diese kleine Differenz kein Gewicht 
zu legen; jedenfalls ist aus dem Ergebnis seines Versuches 
durchaus nicht auf eine irgendwie erhebliche Wirksamkeit 
protagonzersetzender Gehirnfermente zu schliefen. 

Es ist auffallend, dafi in den zahlreichen Arbeiten, die 
sich mit der Biochemie der Gehirnphosphatide beschiftigen, 
die im Zentralnervensystem etwa vorkommenden und wirk- 
samen phosphatidspaltenden Fermente nur geringe Be- 
achtung gefunden haben. Zur Entscheidung dieser Frage 
stellten Kutscher und Lohmann den oben bereits zitierten 
Versuch an und suchten, durch Fillungen des Autolysefiltrates 
mit Silbernitrat, Baryt uad Phosphorwolframséure die einzelnen 
Fraktionen der Produkte einer Gehirnautolyse darzustellen. Da 
in der Fraktion der Alloxurbasen sich nur Chlor fand und die 
Histidin- und Lysinfraktion tiberhaupt nicht entstanden, so 
schlossen Kutscher und Lohmann, dali aus dem Lecithin 


') A. Noll, Diese Zeitschrift, Bd. 27, S. 383, 1899. 
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des Gehirns kein Cholin frei geworden, also auch kein Leci- 
thin wihrend der Autodigestion zersetzt worden war. 
Im Gegensatz zu diesem Befunde stehen die Versuchsergebnisse 
von Coriat,!) der menschliches Gehirn (von einem Falle von 
Dementia senilis) einer 3 tiégigen Autodigestion bei 38—40° C. 
unterwarf und dann Cholin als autolytisches Zersetzungsprodukt 
des Lecithins durch Darstellung seines Platinsalzes zu identi- 
fizieren versuchte. Coriat kommt nun zu der bemerkens- 
werten Feststellung, dai im Gehirn ein Ferment vor- 
handen ist, das aus Lecithin Cholin bildet. Das Ferment 
wirkt nicht bei leicht saurer Reaktion, am kréaftigsten bei 
schwach alkalischer und weniger energisch bei neutraler Re- 
aktion. Es wird durch Erhitzen zerstort. Bei Eintritt von 
Fiiulnis wird mehr Cholin gebildet als bei bloBer Autolyse. 
Stirkere Behandlung mit Antisepticis oder vorherige leichte 
Erhitzung, die nur einen Teil des Fermentes unwirksam mache, 
hat geringe Ausbeute an Cholin zur Folge. Coriat war nicht 
imstande, das Ferment zu isolieren. 

Bessere Ubereinstimmung der Befunde als iiber das Vor- 
kommen lecithinspaltender Fermente im Gehirn scheint tiber 
seinen Gehalt an Peroxydasen zu bestehen. So konnten 
Battelli und Stern?) zeigen, dafi die verschiedenen Gewebe 
héherer Tiere die Fiihigkeit besitzen, in vitro in Gegenwart 
von Wasserstoffsuperoxyd Ameisensaure unter Entwicklung von 
Kohlensiiure zu oxydieren. Diese Fahigkeit, die Battelli und 
Stern?) einer in den Geweben enthaltenen Peroxydase zu- 
schreiben, konnten sie auch im Hammel- und Hundegehirn 
nachweisen. Sie stellen in bezug auf den Gehalt an Per- 
oxydase folgende absteigende Reihe der Organe auf: Leber, 
Niere, Milz, Lunge, Pankreas, Lymphdriisen, Rindermuskeln, 
Gehirn, Hoden, Hundemuskeln, Thymus, Nebenniere, Schild- 
driise, Kaninchenmuskeln. Auch Rosell*) gelang es, mit der 


') Coriat, The production of Cholin from Lecithin and brain-tissue 
(The American Journal of Physiology, Bd. 12, 5. 353, Boston 1905). Re- 
ferat in Malys Jahresber., Bd. 34, S. 574. 

2) F. Battelli u. L. Stern, Biochem. Zeitschr., Bd. 13, S. 44, 1908. 


*) Rosell, |. e. 
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Uranylacetatmethode aus Rindergehirn Fermente zu isolieren, 
die Wasserstoffsuperoxyd unter lebhafter Gasentwicklung zu 
zersetzen und anderseits Salicylaldehyd zu oxydieren ver- 
mochten. 

Wie die vorstehende kurze Literaturiibersicht zeigt, sind 
die Tatsachen, die tiber das Vorkommen, die Art und Wirkungs- 
weise intracellularer Gehirnfermente bekannt geworden sind, 
nicht nur recht spirliche, sondern auch teilweise einander 
widersprechende. Besonders schien mir die Wirkungsweise 
der im Gehirn etwa vorkommenden proteolytischen und phospha- 
tidspaltenden Fermente der Autodigestion noch weiterer Unter- 
suchungen zu bediirfen. Diesem Zwecke sollte die vorliegende 
Arbeit dienen, deren Ausfiihrung Herr Geh.-Rat Salkowski 
ein stetes freundliches Interesse schenkte. Herrn Geh.-Rat 
Salkowski sage ich hierftir, auch an dieser Stelle, meinen 
besten Dank. 


I. Versuche tiber die autodigestive Proteolyse von Gehirnsubstanz. 


Als Ausgangsmaterial kam fiir diese wie alle folgenden 
Versuche ausschlieflich Kalbshirn zur Verwendung, das mdég- 
lichst frisch vom Schliichter bezogen und sofort verarbeitet 
wurde. Teile beider Grobfhirnhemisphaéren wurden abgehiutet, 
zunaichst mit dem Wiegemesser zerkleinert und dann in der 
Reibschale bis zur mdglichst gleichmiébigen Verteilung der 
grauen und weiben Substanz verrieben. 


Versuch A. 


Unmittelbar nach dieser Vorbereitung wird in zwei Proben 
der frischen Substanz der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt: 
1,989 frischer Substanz enthiélt 1,63°/o N 
1,9974 » » » 1,64 °/o N. 

Von dem Gehirnbrei werden sofort zwei Portionen zu 
je 50 g abgewogen. Die eine Portion (Kontrollversuch) wird 
mit 1/4 1 Wasser unter Zusatz von 1°/o Kochsalz und ver- 
diinnter Essigsiiure aufgekocht und dann unter weiterem Zu- 
satz von 200 ccm Chloroformwasser 3mal 2% Stunden im 
Thermostaten bei 38—40° C digeriert. Die andere Portion 
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(Hauptversuch) wird mit 450 ccm Chloroformwasser ebenfalls 
72 Stunden bei 38—40° C. digeriert, dann unter Zusatz von 
1°/o Kochsalz und verdiinnter Essigséure aufgekocht und nach 
dem Erkalten auf 500 ccm aufgefiillt, schlieblich filtriert. Vom 
Filtrat, das leicht opalesziert, werden 400 ccm auf ein Viertel 
ihres Volumens eingengt. Je 25 ccm dieser Fliissigkeit werden 
zur Stickstoffbestimmung genommen. Die Mischung des Kontroll- 
versuches wird nach Beendigung der 72 stiindigen Digestion in 
analoger Weise, doch unter Vermeidung nochmaligen Auf- 
kochens verarbeitet. 

Das Autolysefiltrat des Hauptversuches enthilt in 100 ccm 
0,03108 g N. 

Das Autolysefiltrat des Kontrollversuches enthalt in 100 cem 
0,01645 g N. 

Da 100 ccm des Filtrates immer 10 g der frischen Sub- 
stanz entsprechen, und fiir jeden Autolyseversuch 50 g der 
frischen Substanz angesetzt wurden, so waren durch dreitiigige 
Autodigestion in Losung gegangen: 

beim Hauptversuch 0,1554 g N = 19,01°/o des Gehirn- 
stickstoffs, 

beim Kontrollversuch 0,08225 g N = 10,06°/o des Ge- 
hirnstickstoffs. 


Versuch B. 


Wiederholung des vorigen Versuches mit einem zweiten 
(iehirn der gleichen Beschaffenheit. 
1,9006 frischer Substanz enthilt 1,59°/o N 
2.4266 > > » 1,58°/o N. 
Nach 72 stiindiger Digestion enthalt in 100 ccm: 
das Autolysefiltrat des Hauptversuches 0,02968 g N 
das Filtrat des Kontrollversuches 0.01652 » N. 


Ks waren also in LOsung gegangen: 

beim Hauptversuch 0,1484 g N = 18,72°/o des Gehirn- 
stickstoltfes, 

beim Kontrollyersuch 0,0826 ¢ N = 10,42°/o des Ge- 
hirnstickstoffes. 





Zur Kenntnis der Autolyse des Gehirns. 


‘ 


Versuch C. 


Nochmalige Wiederholung des Versuches A mit einem 
dritten Gehirn der gleichen Beschaffenheit. Eine Stickstoff- 
bestimmung der frischen Gehirnsubstanz wurde hier nicht 
mehr gemacht. 

Nach 72stiindiger Digestion enthalt in 100 cem: 

das Autolyseliltrat des Hauptversuches 0,02912 g N 

das Filtrat des Kontrollversuches 0,01484 g N. 

Es waren also in Lésung gegangen : 

beim Hauptversuch 0,1456 g N 


»  Kontrollversuch 0.0742 » N. 


Tabelle 1. 
| 
-| Gesamtmenge des Vom Gehirn-N 
ms Gesamt-N] 

Di- a 50 nicht koagulierb. N] gingen in Lésung 
in 50 g 


gestions- | i cher beim | beim beim beim 
Haupt- | Kontroll-} Haupt- | Kontroll- 
versuch | versuch | versuch | versuch 


Versuch 
dauer Substanz 


Std. g g g lo 01, 





A 0.8175 | 01554 | 0,08225] 19,01 | 10,06 
| 
B 0,7925 | 0,1484 | 0,0826 18,72 | 10,42 


C 7 - 0.1456  0,0742 a a 














Zur Epikrise vorstehender Versuche sei zuniichst be- 
merkt, daf der in zwei frischen Kalbshirnen von mir ermittelte 
Prozentgehalt des Gesamtstickstoffes mit den einzigen, am Kalbs- 
hirn ausgefiihrten N-Bestimmungen, die ich in der Literatur auf- 
finden konnte, anniihernde Ubereinstimmung zeigt. Diese N- 
Bestimmungen wurden von Kutanin’) ausgefiihrt, der bei drei 
verschiedenen Kalbshirnen folgende (auf frische Substanz be- 
rechnete) Prozentzahlen fand: 

I. 1,536°%/o und 
Il. 1,488°%o » 
Ill. 1,468°%/o » 


') Michae! Kutanin, Beitriige zur Kenntnis der chemischen Zu- 
sammensetzung des Gehirns bei verschiedenen Tieren. Inaug.-Dissert., 
Berlin 1910. 
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Was nun das Ergebnis der drei 72 stiindigen Autodige- 
stionsversuche betrifft, so konnte — in Ubereinstimmung mit 
den von Levene und Stookey') am Hundegehirn ausgefiihrten 
Untersuchungen — am frischen, nur mit Chloroform- 
wasser digerierten Kalbshirn das Bestehen einer auto- 
digestiven, auf fermentativen Wirkungen beruhenden 
Proteolyse unzweifelhaft festgestellt werden, und zwar 
wurden durch 72stiindige Digestion vom Gesamtstickstoff des 
zur Autolyse angesetzten Gehirns beim Hauptversuch durch- 
sehnittlich 18,865°/o und beim Kontrollversuch durchschnitt- 
lich 10,24°/o in unkoagulierbaren tbergefiihrt. Levene und 
Stoockey (I. ce.) fanden nach sechstiagiger Autodigestion von 
Hundegehirn (mit physiologischer Kochsalzlésung) folgende Ver- 
teilung des Stickstoffes: 
« Koagulabler-N » 81,7 °/o 
« Albumose-N » 9,6°/o) 
«Pepton- und Amino-N»  8,7°/of 
Dieser Befund der amerikanischen Autoren macht die 
Annahme_ wahrscheinlich, daB nach dreitégiger Dauer der 
Autodigestion von Gehirn keine erhebliche Zunahme des un- 
koagulierbaren Stickstoffes mehr zu erwarten ist. 


18,3°/o. 


II. Versuche tiber die Veranderungen der Phosphorverteilung bei der 
Gehirnautolyse. 


A. Versuche tiber autolytische Phosphorabspaltung. 


Versuch 1. 


Frisches Kalbshirn wird in der gleichen Weise wie bei 
Versuchsreihe I zur Autodigestion vorbereitet. In einer Probe 
der frischen Substanz wird der Phosphorgehalt durch Schmelzen 
mit Soda und Salpeter, Fallung der gelésten Schmelze mit 
Molybdiinlisung und schlieBlich des wieder gelésten Ammonium- 
phosphormolybdatniederschlages mit Chlormagnesiummixtur als 
Magnesiumpyrophosphat bestimmt. 

0,5584 g frischer Substanz liefern 0,0092 Mg,P,0, = 
0,00256 Phophor = 
0,45 °/o Phosphor. 
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Zwei Portionen zu je 50 g des Gehirnbreies werden dann 
genau wie bei der Versuchsreihe I 72 Stunden bei 38—40° C. 
digeriert. Die Verarbeitung des Materials geschieht in der dort 
beschriebenen Weise. Je 25 ccm des eingeengten Filtrates wer- 
den in der Platinschale zur Trockene eingedampft und mit 
Salpetermischung geschmolzen. 

Nach 72stiindiger Autolyse enthélt in 100 ccm 

das Autolysefiltrat des Hauptversuches 0,01469 g P 


das Filtrat des Kontrollversuches 0,00768 » P. 
Es waren also in Lésung gegangen: 
beim Hauptversuch 0,07345 g P = 32,64°/o des Gehirn- 
phosphors, 


beim Kontrollversuch 0,0384 g P = 17,06 des Gehirnphosphors. 


Versuch 2. 


Wiederholung des vorigen Versuches mit einem anderen 
Gehirn der gleichen Beschaffenheit. 
1,1902 g frischer Substanz liefern 0,0142 Mg,P,0, = 
0,00396 Phosphor = 0,33°/o Phosphor. 
Nach 72stiindiger Autodigestion enthalt in 100 ccm 
das Autolysefiltrat des Hauptversuches 0,01427 g P 
das Filtrat des Kontrollversuches 0,00821 » P. 
Es waren also in Lésung gegangen: 
beim Hauptversuch 0,07135 g P = 43,24°/o des Gehirn- 
phosphors, 
beim Kontrollversuch 0,04105 g P = 24,87°/o des Gehirn- 
phosphors. 


Tabelle 2. 


Ne —————————————————————————————————————————————————————————— 


as Gesamt-P im Vom Gehirn-P 
Di- , i ganzen Filtrat gingen in Lésung 
2 eee aie eso 
Versuch | gestions- frischer beim beim beim beim 


Haupt- , Kontroll- | Haupt- | Kontroll- 
versuch | versuch | versuch  versuch 
oO; 


dauer | Substanz 

















Nr. Std. g e | g ‘fo | /o 
! 72 0,225 | 0,07345 | 0,0384 32,64 | 17,06 
Q 72 0,165 | 0.07135 | 0,04105 | 43,24 | 24,87 
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Das Ergebnis der beiden vorstehenden Versuche liéft sich 
dahin zusammenfassen, daB am frischen, mit Chloroform- 
wasser digerierten Kalbshirn eine autodigestive, auf 
fermentativen Wirkungen beruhende Phosphorabspal- 
tung nachgewiesen werden konnte; und zwar wurden nach 
einer 72stiindigen Autodigestion bei 38—40° C. vom Gesamt- 
phosphor des zum Versuch verwendeten Gehirns durchschnitt- 
lich 37,94°/o beim Hauptversuch und 20,96°/o beim Kontroll- 
versuch in einer wasserléslichen Form aufgefunden. 


B. Versuche iiber autodigestive Umwandlung von or- 
ganisch gebundenem in anorganischen Phosphor. 


Die in den letzten beiden Versuchen nachgewiesene auto- 
digestive Phosphorabspaltung legte die Vermutung nahe, daf 
es sich bei der durch die Gehirnautolyse bewirkten Zunahme 
der wasserldslichen Phosphorverbindungen um eine autodi- 
gestive Umwandlung von organisch (an EiweiBkorper und Phos- 
phatide) gebundenem Phosphor in anorganische Verbindungen 
handeln kénnte. Um diese Frage zu entscheiden, wurden die 
beiden folgenden Versuche angestellt. 


Versuch 1. 


Frisches Kalbshirn wird in der schon beschriebenen Weise 
zur Autodigestion vorbereitet. In einer Probe der frischen 
Substanz wird nach der bei Versuch 1 der Reihe II A be- 
schriebenen Methode der Gesamtphosphorgehalt bestimmt. 

1,658 g frischer Substanz liefern 0,0224 Mg,P,0, = 
0,00625 Gesamtphosphor = 0,38°/o Gesamtphosphor. 

In einer zweiten Probe der frischen Substanz wird der 
anorganische Phosphor in der Weise bestimmt, dah 3,5489 g 
der Substanz im Becherglase mit etwa 150 ccm Wasser (unter 
Zusatz von 1°/o Kochsalz und Essigséure bis zur schwach 
sauren Reaktion) ausgekocht, durch ein aschefreies kleines Filter 
filtriert und mit heifem Wasser gut nachgewaschen werden. 
Filtrat mit Waschwasser werden auf etwa 50 ccm eingeengt, 
mit Essigsiiure angesiiuert und mit Ammoniumoxalatlosung ver- 
setzt. Vom ausgefiillten Calciumoxalat wird nach 24 Stunden 
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abfiltriert, mit essigsaurem Wasser nachgewaschen. Das Fil- 
trat, das mit Waschwasser etwa 100 ccm betrigt, wird mit 
Salzséure und 5 g Chlorammonium, dann mit einem Viertel 
seines Volumens Ammoniak versetzt und schlieBlich mit Chlor- 
magnesiummixtur gefiallt. 

3,5489 g frischer Substanz liefern 0,0096 Mg,P,0, = 
0,00268 anorganischen Phosphor — 0,075°/o anorganischen 
Phosphor. 

In der frischen Substanz betrigt das Verhiiltnis des 
Gesamtphosphorgehaltes zum Gehalt an anorganischem Phos- 
phor 5,06 : 1. 

Bei zwei Portionen des Gehirnbreies zu je 50 g wird eine 
72 stiindige Autodigestion und die sich anschliebende Ver- 
arbeitung des Materials in der beschriebenen Weise durch- 
gefiihrt. In den (eingeengten) Filtraten des Haupt- und Kontroll- 
versuches werden dann der Gesamtphosphorgehalt und der 
Gehalt an anorganischem Phosphor nach den oben skizzierten 
Methoden bestimmt. 

In 100 cem enthalt das Filtrat 

beim Hauptversuch 0,01407 g) 

» Kontrollversuch 0,00768 » f 


In 100 cem enthalt das Filtrat 


beim Hauptversuch  0,01335 g) 
» Kontrollversuch 0,00553 » { 


Gesamtphosphor. 


-anorganischen Phosphor. 


Gesamtphosphor 
anorganischer Phosphor 
beim Hauptversuch 1,05: 1 

« Kontrollversuch 1,38 : 1. 
Es waren also in Loésung gegangen 
beim Hauptversuch: 





Es betrigt das Verhaltnis 


0,07035 g Gesamt-P = 37,03°/o des Gehirn-P 

0,06675 g anorganischer P = 35,13°%/o » > 
beim Kontrollversuch : 

0,03840 g Gesamt-P = 20,21°/o des Gehirn-P 

0,02765 g anorganischer P = 14,55°/o » 2 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. a I 
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5,264 g frischer Substanz liefern 


beim Hauptversuch 
» Kontrollversuch 0,00614 


_~ 


Friedrich Simon. 


Versuch 2. 





Wiederholung des vorigen Versuches mit einem anderen 
Gehirn der gleichen Beschaffenheit. 
1,9925 g frischer Substanz liefern 0,0212 Mg,P,0, 

= 0,00592 Gesamt-P 
= 0,297°/o Gesamt-P. 


0,0129 Mg,P,0, 
0,0036 anorgan. Phosphor 
Q,068°/o anorgan. Phosphor. 


In der frischen Substanz betriigt das Verhiiltnis 


Gesamtphosphor 
anorganischer Phosphor 


4.36: 1. 


Nach 72 stiindiger Autolyse enthilt das Filtrat in 100 ecm 


beim Hauptversuch 


»  Kontrollversuch 0,00 


Es betriigt das Verhaltnis 


0,06145 g 
0,05670 g 


0,03785 g 
0,03070 g 





0,01229 g | 


ol 
0,0113% ¢ ) 


> | 
i 


Gesamtphosphor, 


anorganischen Phosphor. 


Gesamtphosphor 


1,08: 1 


Kontrollversuch 1,23 : 1. 
Es waren also in Lésung gegangen 
beim Hauptversuch: 


Gesamt-P 
anorganischer P 


38,18 °/o 


beim Kontrollversuch: 
= 25,48 °/o des Gehirn-P 


Gesamt-P 
anorganischer P 


20,67 °/0 


Tabelle 3a. 
Hauptversuche (Digestionsdauer: 72 Stunden). 


anorganischer Phosphor 
beim Hauptversuch 


41,38°/o des Gehirn-P 











————————————————————————————————————EEEEEEE 
Menge des Menge des Gesamt-P : An- | Vom Gehirn-P 
Gesamt-P anorganischen P] organischer P |gingen in Lésung 
Ver- 2 - A TE — ———P 
in der im in der im in der |; im als 
such frischen | |. frischen | = : 
Substanz Filtrat |Substanz) Fillvat}frischen| | | ganzen anorg. I 
“— _ Filtrat } 
o a g | ¢ fsubstanz 0/, 0, 
+) > 5 } 5 / j 
i. - ed A heeded ~ > ~ oO ¢ | > Be ‘ 
1 0.19 0.07035] 0,0375 0.06674] 5.06:1 1,05:1] 37,03 | 35,13 
2 | 01485 0.06145] 0,034 0.0567 | 4,36:1 1,08: 1] 41,38 | 38,18 
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Tabelle 3b. 
Kontrollversuche (Digestionsdauer: 72 Stunden). 


Menge des Menge des Gesamt-P: An- | Vom Gehirn-P 
Gesamt-P anorganischen P]} organischer P |gingen in Lésung 





Ver- -* ‘cali cae ae —— ‘ — l ie eas r = 
in der = jm | in der | jm in der | : im | als 
such r1isc 1€n | és riscnen ” , : 
Substanz Filtrat |Substanz Filtrat prischen | ganzen anorg. | 
| i | Filtra | 
g | g g | g  {Substanz % | % 


' 





1 | 0,19  0,0384 | 0,0375 0,02765] 5,06:1 1,38:1] 20,21 | 14,55 
j | | 
0,1485 0,03785] 0,034 |0,0307 | 4,36:1 1,23:1] 25,48 | 20,67 














Zu den vorstehenden Versuchen der Reihe B médchte 
ich zuniichst bemerken, daB ich tber den Gehalt des Gehirns 
an anorganischen Phosphorverbindungen nur die Angaben von 
Geoghegan’) und Baumstark?) auffinden konnte. Die Ana- 
lysenzahlen von Geoghegan k6nnen wegen seiner von der 
meinigen vOllig abweichenden Methodik nicht zum Vergleich 
herangezogen werden. Nach den Analysen Baumstarks 
kommen vom Gesamtphosphorgehalt des Pferdegehirns 77 °/o 
auf das Atherextrakt, 15—16°/o auf die Asche, 5—6°/o auf 
das Protagon und 1,5—2°/o auf das «Nuclein». 

Uber den Gesamtphosphorgehalt der frischen Gehirnsub- 
stanz liegen Angaben von Kossel3) fiir das Schafsgehirn, von 
Baumstark*) fiir das Pferdegehirn, von v. Moraczewski°) 
fiir menschliches Gehirn vor. Sehr ausgedehnte Untersuchungen 
iiber den Phosphorgehalt des Gehirns bei verschiedenen Tieren 
hat Kutanin®) angestellt, von dessen zahlreichen Analysen 
jedoch hier nur die auf Kalbshirn beztiglichen angefiihrt werden 
mogen. Kutanin arbeitete nach der Neumannschen Methode 
und fand bei zwei verschiedenen Kalbshirnen folgende Prozent- 
zahlen fiir den Gesamtphosphorgehalt der frischen Substanz: 





') Geoghegan, Diese Zeitschrift, Bd. 1, S. 330, 1877—78. 
?) Baumstark, Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 210, 1885. 

8) Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 7, S. 7, 1882—83. 

*) Baumstark, Diese Zeitschrift, Bd. 9, S. 210, 185. 

°) v. Moraczewski, Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 483, 1897 
6) Kutanin. Inaug.-Dissert.. Berlin 1910. 


31* 








470 Friedrich Simon, 


I. 0,2822 resp. 0,2820 °/o 
I]. 0.8245 » 0,3266°/o 
also durehschnittlich 0,3038 °/o. 

Meine Analysenzahlen (aus den Versuchsreihen A und B) 
sind: 

0,45°/o — 0,33°/o — 0,38°/o — 0,297°/o, also durch- 
schnittlich 0,36429/o. 

Meine regelmabig etwas hdheren Analysenwerte lassen 
sich — abgesehen von der Verschiedenheit der Methodik — 
vielleicht durch das abweichende Verfahren meiner Vorbereitung 
des Materials (protrahierte Verreibung in offener Schale, gréfere 
Moglichkeit der Wasserverdunstung) erklaren. 

Versucht man nun aus den beiden Tabellen 3a und 3b 
eine Antwort auf die der letzten Versuchsreihe zugrunde 
liegende Fragestellung abzulesen, so ergibt sich zuniichst, dab 
sowohl beim Haupt- als auch beim Kontrollversuch ein Uber- 
gang betrichtlicher Mengen anorganischer Phosphorverbindungen 
in das Filtrat stattfindet. Daf dieser Prozef nicht allein auf 
die Digestionstemperatur oder auf sonstige Manipulationen, die 
auch beim Kontrollversuch ausgeftihrt werden mtissen, sondern 
zu einem nicht geringen Teil auf die aktive Beteiligung auto- 
digestiver Fermentwirkungen zuriickzufiihren ist, geht schon aus 
dem Verhaltnis der Prozentzahlen in der letzten Spalte beider 
Tabellen hervor. Wéa&ahrend namlich bei den Kontrollversuchen 
durchschnittlich 17,61°/o des Gehirnphosphors in Form an- 
organischer Verbindungen im Filtrat aufgefunden wurden, gingen 
bei den eigentlichen Autolyseversuchen durchschnitt- 
lich 36,65°/o des Gehirnphosphors als anorganische 
Verbindungen in Lésung. Man kann also annehmen, da8 
etwa 19°/o des Gesamtphosphors, der in dem zur Auto- 
lyse angesetzten Gehirnbrei enthalten war, wahrend 
einer 72stiindigen Autodigestion nur vermoge der Wir- 
kung intracellularer (autolytischer) Gehirnfermente 
als anorganische Phosphorverbindungen in Lésung 
gebracht wurden. Wie man sich den Ablauf dieser Ferment- 
wirkungen in seinen Einzelheiten vorstellen mite, soll hier 
nicht erdértert werden. Doch man wird die Vermutung aus- 
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sprechen diirfen, dal es bei diesen fermentativen Vorgiingen 
sich um eine autodigestive Umwandlung von organisch gebun- 
denem Phosphor in anorganischen, also wohl um eine Sprengung 
des Molekiils komplexer, phosphorhaltiger Verbindungen handeln 
kOnnte. 


C. Versuche iiber die Beteiligung einzelner Gehirn- 
bestandteile an der autolytischen Abspaltung an- 
organischen Phosphors. 


Durch die folgenden Versuche sollte die Frage beant- 
wortet werden, welche Gehirnbestandteile oder welche Gruppen 
einzelner Gehirnbestandteile von der in der vorigen Versuchs- 
reihe festgestellten, autolytischen Abspaltung anorganischen 
Phosphors betroffen werden. Bei der Unsicherheit und tech- 
nischen Schwierigkeit, die gegenwiirtig noch in der Darstellung 
einzelner chemischer Gehirnbestandteile herrscht, habe ich darauf 
verzichtet, Phosphorbestimmungen an isolierten chemischen Ver- 
bindungen (wie Lecithin, Protagon, Nucleoproteid usw.) zu 
machen. Ich habe mich vielmehr darauf beschrinkt, aus frischem, 
bezw. autolysiertem Kalbshirn drei verschiedene Gruppen che- 
mischer Bestandteile darzustellen und ihren Phosphorgehalt 
summarisch zu bestimmen. So konnte ich auf Grund meiner 
(gleich zu beschreibenden) Methodik drei Fraktionen chemischer 
Gehirnbestandteile unterscheiden: 

Fraktion A (alle in kaltem Alkohol und in Ather lis- 
lichen Stoffe), 

Fraktion B (alle nur in heifem Alkohol léslichen Stoffe), 

Fraktion C (Rest: Alle Stoffe, die weder in Alkohol noch 
Ather léslich waren). 

Versuch 1. 

100 g frisches Kalbshirn werden (abgehiutet, gehackt und 
gut verrieben) mit etwa 800 ccm Alkohol absol. eine Stunde 
lang im Kolben mit aufgesetztem Riickflubkiihler auf dem Wasser- 
bade gekocht. Dann wird noch heif filtriert und auch wahrend 
der ganzen Filtration fiir dauernde Erwairmung der Mischung 
gesorgt. Beim Erkalten des Filtrates bildet sich ein (an Menge 
schnell zunehmender) weifer Niederschlag. Riickstand und Filter 
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werden mit siedendem Alkohol so lange nachgewaschen, bis 
Proben des Filtrates beim Abkiihlen keine Triibung mehr geben. 
Der Filterriickstand wird dann mit Ather zu den im Kolben 
befindlichen Riickstiinden gespiilt. Die vereinigten Riickstinde 
werden dann mit etwa 800 ccm Ather eine Stunde lang im 
Kolben mit aufgesetztem Riickflubkiihler auf dem Wasserbade 
im Sieden erhalten. Am nichsten Tage wird filtriert und Rtick- 
stand wie Filter so lange mit Ather nachgewaschen, bis Proben 
des Filtrates nach dem freiwilligen Verdunsten auf dem Uhr- 
glas nur noch einen minimalen Riickstand hinterlassen. Alle 
festen Riickstiinde, die also die in Alkohol und Ather unlds- 
lichen Gehirnbestandteile darstellen, werden in einer Reibschale 
vereinigt und sofort bis zur volligen Verdunstung des anhaftenden 
Athers verrieben. Diese Riickstiinde repriisentieren in ihrer 
Gesamtheit die FraktionC. Die vereinigten Atherextrakte werden 
abdestilliert. Der verbleibende Riickstand wird mit Alkohol 
aufgenommen und mit den gesammelten alkoholischen Gehirn- 
extrakten vereinigt. In dem alkoholischen Gehirnextrakt hatte 
sich inzwischen (innerhalb etwa 48 Stunden) ein voluminéser 
amorpher weiler Niederschlag abgesetzt. Von diesem Nieder- 
schlage werden die vereinigten Alkohol- und Atherausziige ab- 
filtriert. Nach griindlichem Nachwaschen des Niederschlages 
und Filters mit kaltem Alkohol werden Filtrat und Wasch- 
alkohol eingeengt, dann in einen Mefkolben von 250 cem tiber- 
gefiihrt und mit einer Mischung von Alkohol, Ather und etwas 
Wasser nachgespilt, schlieflich mit der gleichen Mischung bis 
zur Marke aufgefiillt. Von dieser Fliissigkeit, die in ihrer Ge- 
samtheit die Fraktion A reprasentiert, wird sofort der zehnte 
Teil (25 cem) abgenommen, in eine Platinschale tbergefiihrt 
und zur Trockene verdampft. Der trockene Riickstand wird 
mit Salpetermischung geschmolzen. In der Lésung der Schmelze 
wird der Phosphor nach der schon beschriebenen Methode be- 
stimmt. 25 ccm der Fraktion A lieferten 0,0674 Mg,P,0, = 
Q,01882 ¢ Phosphor. Die ganze Fraktion enthalt also 0,1882 g 
Phosphor. 

Der zuvor (nach dem Abfiltrieren der kalten alkoholischen 
und atherischen Ausziige) zurtickgebliebene weibe Niederschlag 








Zur Kenntnis der Autolyse des Gehirns. 479 


wird in heiSem Alkohol gelost, mit heifem wiisserigen Alkohol 
in einen erwiirmten MeSkolben von 250 cem iibergefiihrt. Nach- 
dem diese Fliissigkeit mit heifem Alkohol bis zur Marke auf- 
gefiillt ist, wird sofort der zehnte Teil in einen erwiirmten Meb- 
zylinder abgefiillt und dann in einer Platinschale zur Trockene 
verdampft. Der trockene Riickstand wird mit Salpetermischung 
geschmolzen. In der LOsung der Schmelze wird der Phosphor 
in der tiblichen Art bestimmt. 25 cem der Fraktion B liefern 
0,0165 Mg,P,0, = 0,00461 g Phosphor. Die ganze Fraktion B 
enthalt also 0,0461 g Phosphor. 

Von der Fraktion C, deren Ausbeute im lufttrockenen 
Zustande etwa 9,8 g betrigt, werden zwei Proben bei 105 bis 
107° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. In der einen Probe 
wird der Phosphorgehalt durch Schmelzen mit Soda und Sal- 
peter in der bekannten Weise bestimmt. 1,9323 g der trockenen 
Substanz enthalten 0,01765 g Phosphor. Der Gesamtphosphor- 
gehalt der Fraktion C betragt also 0,91 °/o1) der trockenen Sub- 
stanz. In der zweiten Probe wird der Gehalt an anorganischem 
Phosphor in der folgenden Weise bestimmt: 1,0706 g trockener 
Substanz werden im Becherglase mit verdiinnter Salzsiiure 
(1 Volumen Salzséure von 25°/o HCl -+- 2 Vol. Aqu.) tber- 
gossen. Nach 24 Stunden wird abfiltriert und mit verdiinnter 
Salzsdure nachgewaschen. Das Filtrat wird mit Ammoniak 
neutralisiert, dann mit Essigséiure angesiuert und mit Ammonium- 
oxalatlosung versetzt. Am niichsten Tage wird vom ausge- 
fillten Calciumoxalat abfiltriert und mit verdiinnter Essigsiéure 
nachgewaschen. Das Filtrat wird auf 100 ccm eingeengt und 
mit Ammoniak und Chlormagnesiummischung versetzt. 1,0706 g 
trockener Substanz liefern 0,00517 g anorganischen Phosphor. 
Der Gehalt der Fraktion GC an anorganischem Phosphor betriigt 
also 0,48°/o der trockenen Substanz. 





') Eine Berechnung der absoluten Gesamtphosphormenge erschien 
hier wie in den noch folgenden analogen Bestimmungen nicht angebracht, 
da die Ausbeute der Fraktion C nur annihernd quantitativ ausfiel. 
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Versuch 2. 


Zwei Portionen eines frischen (zuvor abgehiiuteten, ge- 
hackten und gut verriebenen) Kalbshirns zu je 75 g werden 
als Haupt- und Kontrollversuch mit Chloroformwasser zur 
Autolyse angesetzt. Nach 72stiindiger Digestion (bei 383—40°) 
werden beide Mischungen auf dem Wasserbade zur Trockne 
eingedampft. Aus den trockenen Riickstéinden werden (genau 
nach der im vorigen Versuch beschriebenen Methodik) die drei 
Fraktionen A, B und C dargestellt und deren Phosphorgehalt 
bestimmt. 

Beim Hauptversuch enthielten Fraktion A 0,1265 g Ge- 
samt-P (auf 100 g frischen Gehirnbreies berechnet: 0,1682 g), 
Fraktion B 0,0324 g Gesamt-P (auf 100g frischen Gehirns 
berechnet: 0,04309 g) und Fraktion C (Ausbeute: ca. 7,5 g) 
1,28 °/o Gesamtphosphor, sowie 1,02 °/0 anorganischen Phosphor 
(berechnet auf trockene Substanz). 

Beim Kontrollversuch enthielten Fraktion A 0,1447 g 
Gesamt-P (auf 100 g frischen Gehirns berechnet: 0,1924 g), 
Fraktion B 0,0318 g Gesamt-P (auf 100 g frischen Gehirns be- 
rechnet: 0,04229 g) und Fraktion C (Ausbeute: ca. 7,7 g) 0,89°/o 
Gesamtphosphor, sowie 0,60°/o anorganischen Phosphor (be- 
rechnet auf trockene Substanz). 





Tabelle 4. 
ee eed 
oA ; Fraktion A] Fraktion B Fraktion C 
Versuchsmaterial 
Gesamt-P | Gesamt-P |Gesamt-P anorgan. P 
(100 g) ee 
g g Ce [ 
Frisches Gehirn 0,1882 0,0461 0,91 | 0,48 





Gekochtes und dann 





72 Stunden mit Chloroform-] 0,1924 0,04229 0,89 0,60 
wasser digeriertes Gehirn 

AOS » j : ’ - ‘ P 
46 Stunde n mit Chlorofo1 m 0,1682 0,04309 1.28 1.02 





wasser autolysiertes Gehirn 








Vergleicht man zuniichst die Resultate, die sich aus den 
Versuchen mit den beiden nicht autolysierten Gehirnen 
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ergaben, so muf sofort eine Verschiebung der Analysenzahlen 
in den Fraktionen A und B auffallen. Bei dem Gehirn des 
Kontrollversuches findet sich nimlich in der Fraktion A ein 
Plus von 0,0042 g¢ Phosphor und in der Fraktion B ein Minus 
von 0,00381 g Phosphor gegeniiber den entsprechenden Werten 


des frischen Gehirns. Diese Verschiebung ist — abgesehen 
von der verschiedenen Herkunft der beiden Gehirne — viel- 


leicht durch die beim Gehirn des Kontrollversuches vorge- 
nommene Erhitzung und dreitiigige Digestion im Thermostaten 
zu erkliren. Es diirfte sich deshalb empfehlen, bei der fol- 
genden Betrachtung diese Differenzen der Fraktionen A und B 
nicht zu beriicksichtigen und vielmehr nur die Summe der 
beiden Fraktionen (d.i. also die Gesamtheit aller in Alkohol 
und Ather léslichen Gehirnbestandteile) der Fraktion C (d. i. 
also die Gesamtheit aller in Alkohol und Ather nicht lés- 
lichen Stoffe) gegeniiberzustellen. 

Befolgt man diesen Grundsatz, so ergibt sich als Phos- 
phorgehalt aller in Alkohol und Ather léslichen Stoffe (A +- B) 
bei dem frischen Gehirn 0.2343 g 
» » Gehirn des Kontrollversuches 0,23469 » 

Es zeigt sich also befriedigende Ubereinstimmung: auch 
die Analysenzahlen fiir den Gesamtphosphorgehalt der Frak- 
tionen C bei den nicht autolysierten Gehirnen differieren nur 
wenig (0,91 bezw. 0,89 °/o). 

Dagegen iibertrifft der Gehalt an anorganischem Phosphor 
in der Fraktion C des Kontrollversuchgehirnes den ent- 
sprechenden Gehalt in der gleichen Fraktion des frischen (e- 
hirnes nicht unbetriichtlich (0,60°/o gegeniiber 0,48°/o). Dieses 
Plus an anorganischem Phosphor, das die Fraktion C des 
Kontrollversuchgehirnes aufweist, glaube ich durch folgende 
3 Momente erkliren zu kénnen: 1. die verschiedene Herkunft 
der beiden Gehirne, 2. die mangelnde Exaktheit der analy- 
tischen Methodik (Extraktion mit Salzsiiure usw.), 3. die Még- 
lichkeit, daf8 bei dem Kontrollversuchgehirn schon allein durch 
die Erhitzung und die dreitiigige Digestion eine (wenn auch nur 
relativ geringe) AufschlieBung organisch gebundenen Phosphors 
eintreten konnte. 
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Um aber die der letzten Versuchsreihe zugrunde liegende 
Frage beantworten zu kOnnen, namlich die, welche chemischen 
Gehirnbestandteile von der autolytischen Abspaltung anorga- 
nischen Phosphors mehr oder weniger betroffen werden, muf 
man die Analysenwerte des Versuches 2 gegeneinander ab- 
wigen. Hierbei zeigt sich dann zuniachst, dai die Frak- 
tionen A -- B, d. h. die Gesamtheit aller in Alkohol und Ather 
loslichen Bestandteile durch die 72 stiindige Gehirnautolyse 
0,0254 g Phosphor eingebitibt haben. Dieser Verlust, von dem 
iibrigens nur die in kaltem Alkohol und Ather léslichen Stoffe 
betroffen werden, wird aber ausgeglichen durch einen nicht 
unbetriichtlichen PhosphoriiberschuS, den die Fraktion C des 
Hauptversuches der des Kontrollversuches gegentiber aufweist. 
Dieser Uberschu8 an Gesamtphosphor betriigt 0,39°/o, der 
entsprechende Uberschu8 an anorganischem Phosphor 0,42 °/o. 
Man darf also annehmen, daf der Uberschuf8 der Fraktion CG 
des Hauptversuches an Phosphor tiberhaupt auf einer Zunahme 
des anorganischen Phosphors beruht. Man wird so als erstes 
Ergebnis der letzten Versuchsreihe feststellen kénnen, dai die 
in kaltem Alkohol und Ather léslichen Gehirnbestand- 
teile eine autodigestive Spaltung unter Umwandlung 
ihres organisch gebundenen Phosphors in anorga- 
nischen erleiden. 

Aus dem Verhiiltnis des lufttrockenen Riickstandes C 
zum Gewicht des frischen Gehirns (etwa 1:10) und zum Ge- 
wicht des bis zur Konstanz getrockneten Materials (etwa 
115: 100 beazw. 119: 100) lift sich (mit anniihernder Genauig- 
keit) berechnen, daB in der ganzen Fraktion C an anorga- 
nischem Phosphor enthalten sind 

beim Hauptversuch  0,08869 g (= 1,02 °/o) 
»  Kontrollversuch 0,05042 » (= 0,60 9/0). 

Der gesamte Uberschu8 an anorganischem Phosphor beim 
Hauptversuch wiirde also 0,08827 g betragen. Da aber von 
diesem (durch die Autolyse gewissermafhen neugebildeten) an- 
organischen Phosphor nur 0,0234 g aus den in Alkohol und 
Ather lislichen Stoffen stammen, so miissen 0,01487 g anor- 
ganischen Phosphors aus den in Alkohol und Ather unlislichen 








r - . : ‘ ros 
Zur Kenntnis der Autolyse des Gehirns. 453 


Bestandteilen abgespalten worden sein. Als zweites Ergebnis 
lift sich also feststellen, daB auch die in Alkohol und 
Ather unléslichen Gehirnbestandteile eine Abspaltung 
von anorganischem Phosphor bei der Autolyse er- 
fahren. An der autodigestiven Umwandlung organisch 
gebundenen Phosphors in anorganischen sind be- 
teiligt: 
die in Alkohol und Ather lislichen Stoffe mit ca. 61 /o 
, »  unldslichen » » 39 %/o. 








Synthese des Pentamethylendiguanidins. 
Von 


Otto Ripke. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Mai 1911.) 


Im Anschluf an die synthetische Darstellung des Agmatins') 
habe ich versucht, das niéchsthGhere Homologe dieser Base dar- 
zustellen. Sowohl bei Anwendung der reagierenden Stoffe im 
molekularen Verhiiltnis, wobei ich mich der Synthese des 
Pentamethylendiamins aus Piperidin nach J. v. Braun?) be- 
diente, als auch eines Uberschusses von Cyanamid gegeniiber 
Cadaverin, konnte ich nachweisen, daB zwei Molekiile Cyanamid 
mit einem des Pentamethylendiamins in Verbindung treten. 
Es war die Reaktion also anders verlaufen wie beim Tetra- 
methylendiamin und das erwartete Homologe des Agmatins war 
nicht entstanden. 

Aus 50 g Trimethylenbromid stellte ich nach Ladenburg 
das Chlorhydrat des Pentamethylendiamins her, setzte aber zur 
Vermeidung von Verlusten die Base nicht durch Kalilauge und 
Ausschiitteln mit Ather in Freiheit, sondern durch aufeinander- 
folgende Behandlung mit Silbersulfat, Schwefelwasserstoff und 
Baryt. Die wiisserige Losung des so dargestellten Pentamethylen- 
diamins wurde mit einem gréBeren Uberschu8 von Cyanamid 
bei Zimmertemperatur im Exsikkator 17 Tage lang stehen 
gelassen. 

Die L6sung wurde hierauf mit Schwefelsiiure angesiuert, 
wobei viel Kohlensiure entwich, und im tibrigen genau so weiter 
verfahren, wie es von A. Kossel fiir die Darstellung des Agma- 
tins angegeben ist, d. h. mit einer kochend heifen wiisserigen 
Losung von Silbersulfat versetzt, bis in einer Tiipfelprobe mit 
Barytwasser statt des gelben ein dunkelbrauner Niederschlag 
ausfiel, mit Ba(OH), neutralisiert, filtriert und das Filtrat mit 
Baryt gesiittigt. Der entstandene Niederschlag wurde abgesaugt 
und mit Wasser ausgewaschen, in verdiinnter Schwefelsiéure 
zerteilt und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. 


') A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 170, 1910. 
2) J. v. Braun, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. 37, 8. 3583, 190+. 
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Das durch Abfiltrieren und Eindampfen der Loésung er- 
haltene, gut krystallisierende Sulfat betrug nach mehrfacher 
Reinigung etwa 3g. Es ist in Wasser ziemlich schwer loslich. 
Bei 300° schmilzt es noch nicht. Die Schwefelsiiurebestimmung 
ergab noch keine befriedigenden Resultate. Das Sulfat fiihrte ich 
daher in das leichtlésliche Chlorid tiber und dieses in das sehr 
out krystallisierende Chloraurat, dessen Schmelzpunkt — nach 
dem Trocknen im Vakuum bei 60° — bei 161° (unkorr.) liegt. 

Die Ergebnisse der Analyse des Chloraurats sind folgende: 


0,1048 g Substanz gaben 0,0474 g Au, d. i. 45,22°/o Au, 
0,1072 » » 0,0484 » Au, d. i. 45,15°/o Au, 
0,2532 » » bei 12° und 755 mm 21,4 cem N, 
d. i. 9,91 %/6 N, 
0,1984 » » 00,0684 g CO, und’ 0,0442 g H,0, 
d. i. 9,40°/o C und 2,47°/o H. 
Gefunden: Berechnet fiir: C,H,.N,- 2 HCl. 2 AuCl, 
C 9,40%/o C 9,70! 
H 2,47 °/o H 2.31% 
N 9,91 °/o N 9,70°/o 
Au 49,22°/o; 45,15°/o. Au 45,50°/o. 


Die Konstitution der neuentstandenen Base kann in zwel- 
facher Weise aufgefabt werden, wie dies durch die folgenden 
Formeln illustriert wird: 

/NH, NH, 

a) CNH CNH 
‘NH - CH, - CH, « CH, « CH, - CH, - NH 
JM: 

b) CNH 
NH 
CNH 
\NH - CH, « CH, « CH, - CH, - CH, « NHy. 

Nach der Formel b) miibte der Korper ein Derivat des 
Biguanids sein. Eine Entscheidung zwischen den beiden Még- 
lichkeiten lie® sich nach den bisher von mir angestellten Ver- 
suchen nicht treffen. Doch muf die Formel a) als die wahr- 


scheinlichere gelten. 





Uber Nitroclupein. 
Von 


A. Kossel und E. L. Kennaway. 


(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 


Die chemischen Eigenschaften der Proteinstoffe und ihre 
Beteiligung an den physiologisch-chemischen Prozessen sind nicht 
nur von dem Vorhandensein und der Menge der einzelnen 
Eiweifbausteine abhiingig, sondern auch von der Anordnung 
derselben im Molekiil. Durch diese Anordnung wird die Aus- 
stattung des ganzen Proteinmolekiils mit freien Amido-, Car- 
boxyl- oder Hydroxylgruppen bedingt. Wir kénnen uns z. B. 
vorstellen, daf zwei Proteine, etwa Edestin und Histon, die 
gleiche Menge Arginin enthalten, daB aber in ersterem wenige 
oder gar keine Amidogruppen des Arginins in freiem Zustand 
vorhanden sind, wiihrend dies bei letzterem in ausgiebigem 
Mabe der Fall ist. Die Reaktionen der beiden Proteine wiirden 
in diesem Falle sehr verschiedene sein, und das ist bekanntlich 
in der Tat der Fall. 

Die folgenden Untersuchungen sind dazu bestimmt, Er- 
fahrungen itiber die freien reaktionsfihigen Gruppen einiger 
Proteinstoffe zu sammeln. Im Anschluf an friihere Arbeiten 
iiber das Siiturebindungsvermégen der Protamine und iiber die 
Einfiihrung von Saureradikalen in diese einfachsten Proteine!) 
versuchten wir festzustellen, welcher Teil des Proteinmolekiils 
fiir die Einfiihrung der Nitrogruppe zugiinglich ist, und wir 
wandten uns auch hier zunichst zu den einfachsten Protein- 
stoffen, um unsere Untersuchungen spiiter auf andere Protein- 
stoffe zu iibertragen. 

Es ergab sich hierbei, daf das Clupein in eine Nitro- 
verbindung tibergefiihrt werden kann, welche bei der Hydrolyse 


') cf. Hirayama, Diese Zeitschrift, Bd. 59, S, 285. 
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das bisher noch nicht beschriebene Nitroarginin liefert. Wir 
konnten dasselbe Nitroarginin auch durch Nitrierung von Ar- 
ginin gewinnen und halten es fiir sehr wahrscheinlich, dai 
das letztere ein Derivat des von Thiele beschriebenen') un- 
symmetrischen Nitroguanidins ist, daB ihm mithin die folgende 
Konstitution zukommt: 
NO,—NH—CNH—NH—CH,—CH,—CH,—CHNH,— COOH. 

Nach dieser Auffassung wiirde die Nitrogruppe sowohl 
bei der Nitrierung des Arginins wie bei der des Clupeins in 
die Guanidingruppe eintreten, in gleicher Weise, wie dies bei 
der Nitrierung des freien Guanidins der Fall ist. Hieraus wiirde 
weiterhin zu schliefien sein, daf auch im Clupein freie reak- 
tionsfiihige Guanidingruppen vorhanden sind. Dies ist wiederum 
in guter Ubereinstimmung mit dem bisher ermittelten Siure- 
bindungsvermégen des Clupeins, welches auch mit Wahrschein- 
lichkeit darauf hinweist, daB die Guanidingruppen frei und an 
der Peptidbindung nicht beteiligt sind. Es hat sich némlich 
bei der Untersuchung der Salze des Clupeins und bei der 
Bestimmung seiner Alkalescenz herausgestellt, dai jeder Gua- 
nidingruppe des im Clupein enthaltenen Arginins anniihernd 
ein basisches Aquivalent des Clupeins entspricht. Die Guanidin- 
gruppen des Clupeins verhalten sich also beziiglich der Siiure- 
bindung und bei der Nitrierung ebenso wie die Guanidingruppe 
des Arginins.?) 

Die nihere Begriindung dieser Auffassung, sowie die 
Ausdehnung dieser Untersuchung auf andere Proteine sind 
Gegenstand weiterer Untersuchungen im hiesigen Institut. 


Darstellung und Eigenschaften des Nitroclupeins. 

2 g Clupeinsulfat werden mit 4 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiure und 2 ccm rauchender Schwefelséure (10°/o SO,) unter 
Abkiihlung mit Eis zue gleichméahig dicklichen Masse verriihrt. 
Man fiigt nun 1 cem rauchende Salpetersiiure, welche eben- 
falls abgekiihlt ist, hinzu und mischt unter stetigem Abkiihlen 
durch. Nach 5—10 Minuten liSt man die dickliche Masse in 





1) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 270, 8. 1. 
*) cf. Goto. Diese Zeitschrift, Bd. 37, S. 112. 
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etwa 200 ccm eisgektihltes Wasser tropfen; das Nitroclupein 
scheidet sich als rein weifier Niederschlag aus. Wahrend dieser 
Operationen darf sich weder Erwiirmung noch Gasentwicklung 
einstellen, auch soll das Priiparat keine gelbe oder braune 
Farbe haben. Der Niederschlag ist nach einigem Stehen zer- 
reiblich, er wird in fein zerriebenem Zustand mit Wasser aus- 
gewaschen und durch Auflésung in 2°/oiger Natronlauge und 
Ausfallung mit Schwefelsiure gereinigt. 

Das so dargestellte Produkt lést sich leicht in verdtinnter 
Natronlauge, auch geht es beim Erwiirmen mit verdinnter 
Ammoniakfliissigkeit oder mit einer L6sung von kohlensaurem 
Natron in Lésung, die letztgenannten Losungen triiben sich 
beim Erkalten unter Ausscheidung von Trépfchen. Durch Mineral- 
siuren wird das Nitroclupein aus den alkalischen Losungen 
wieder ausgefallt. Die den Protaminen eigene Biuretreaktion 
tritt auch bei diesem Korper ein. 


Hydrolyse des Nitroclupeins. 


10 g Nitroclupein wurden mit einer Mischung von 30 g 
konzentrierter Schwefelsiiure und 60 ccm Wasser 6 Stunden 
am Rickflubkthler erhitzt und nach passender Verdiinnung mit 
Wasser mit dem Silbersulfat-Barytverfahren') ausgefallt. Der 
Silberniederschlag wurde in verdiinnter Schwefelsiiure suspen- 
diert und mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Nachdem die Schwefel- 
siiure durch die erforderliche Menge Baryt unter Vermeidung 
eines Uberschusses entfernt war, wurde die Fliissigkeit ein- 
gedampft. Aus dem Riickstand schieden sich Krystalle aus, 
welche nach mehrmaligem Umkrystallisieren unter Zusatz von 
Tierkohle einen Schmelzpunkt von 227—228° zeigten und deren 
Menge ungefihr 3 g betrug. Sie drehten die Ebene des po- 


larisierten Lichtes nach rechts. Die Analyse ergab folgendes: 
1. 0,1132 g Substanz gaben 31,2 ccm Stickstoff bei 15° und 
7399 mm Bar., d. 1. 32,08°%o N, 
2. 0.1320 g Substanz gaben 0,1596 g CO, und 0,0707 g H,0O, 
d. i. 32.97% G und 5,95%o H. 
Berechnet fiir C,H,,N,O,: C 32,88°/o; H 5,93°/o; N 31,96 °%/o 
Gefunden: C 32,9790; H 5,95°%0; N 32,08 °/o. 


) cf. A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 25, S. 177. 
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Die Substanz hatte mithin die prozentische Zusammen- 
setzung des Nitroarginins. Sie ist in kaltem Wasser wenig, 
in heiBem leicht ldslich und krystallisiert beim Erkalten aus. 
Sie lést sich leicht in verdiinnter Salzsiure und Salpetersiure, 
ebenso in verdiinnter Ammoniakfliissigkeit. In Eisessig ist sie 
selbst in der Siedehitze unldslich. Die wésserige Lésung rea- 
giert neutral. 


Nitroarginin aus Rechtsarginin. 

2 g Argininnitrat wurden mit einer Mischung von 2 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure und 1 ccm rauchender Salpeter- 
siiure, welche 10°/o SO, enthielt, unter Zusatz von 1 ccm 
rauchender Salpeterséiure und unter Abkihlung durch eine 
Eiskochsalzmischung zusammengerieben, wobei keine voll- 
stindige Lésung eintrat. Nach 5 Minuten wurde die Fiissig- 
keit in eiskaltes Wasser gegossen, mit Baryt tibersittigt und 
durch Einleiten eines Kohlensiurestroms neutralisiert. Aus der 
vom Niederschlag abfiltrierten und eingedampften Fliissigkeit 
krystallisierte eine schwerlésliche Masse aus, welche durch 
Waschen vom Baryumnitrat befreit wurde und deren Menge 
ungefahr 0,7 g betrug. Aus der Mutterlauge konnte noch eine 
weitere Substanzmenge dargestellt werden; immerhin betrug 
die Ausbeute kaum 50°/o der theoretischen. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 

1, 0,1180 g Substanz gaben 33,05 ccm Stickstoff bei 15,25° und 


750,5 mm Bar., d. i. 32,20°/o N. 
2. 0.1549 g Substanz gaben 0,1882 g CO, und 0,0845 g H,0, 


d. i. 33,14°/o C und 6,06°%o H. 
Berechnet fiir C,H,,N,O,: 32,88%/o0 C; 5,93°/o H; 31,96%o N 
Gefunden : 33,14°/o C; 6,06°/o H; 32,20°/o N. 
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Uber einige Salze des Arginins. 


Von 


F. Weiss. 





(Aus dem physiologischen Institut in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24, Mai 1911.) 





Bei der Verarbeitung der Mutterlaugen des Agmatins, die 
durch 10 stiindiges Erhitzen von Heringsmilch mit 5°/o Schwefel- 
siiure im Autoklaven bei 4 Atmosphéren gewonnen waren, wurde 
das Goldsalz einer Base erhalten, welche sich leicht in ein gut 
krystallisierendes Sulfat tiberftihren lie}, und welche sich bei 
genauerer Untersuchung als inaktives Arginin erwies. Dieser 
Befund verdient, da weder das Sulfat noch das Golddoppelsalz 
des Arginins bisher bekannt war, einiges Interesse. 


dl-Arginin-Goldchlorid. 


Dieses Salz war aus einem Pikrat gewonnen und bei lang- 
samer Krystallisation aus Wasser in schén entwickelten braun- 
roten kugeligen Krystallgebilden erhalten worden. Dasselbe gab 
bei der Analyse folgende Zahlen: 


1. 0,2513 g Substanz gab bei 14° und 750 mm Bar. 21,1 ccm Stickstoff, 
d. i. 9,74%o N. 
2. 0,2044 g Substanz gab 0,0948 g CO, und 0,0625 g H,0, d.i. 12,64 °/o C 
und 3,39°/o H. 
3. 0,1525 g Substanz gab 0,0540 g Au, d. i, 35,41°/o Au. 


Berechnet fiir C,H,,N,O,, 2 HCl, AuCl,-+-1/2H,O: Gefunden: 


C 12,88% 12,640], 
H 3,04/o 3,39 /o 
N  10,02%/o 9.74/o 
Au 35,249/0 35,41 Jo. 


Das gleiche Salz konnte auch aus den Produkten der 
Spaltung des Clupeins im Autoklaven mit verdiinnter Schwefel- 
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siiure, ferner aus dl-Argininnitrat und aus dem Carbonat oder 
Sulfat der inaktiven Base dargestellt werden. 
Die Analysen derartiger Praparate fiihrten zu folgenden 


Zahlen: 
1. 0,1389 g Substanz verlor bei mehrstiindigem Erhitzen im Vakuum auf 
70—80° 0,0028 g, d. i. 2,0°0 Wasser. 
2. 0.2445 g Substanz gab bei 21° und 756 mm Bar. 22 ccm Stickstoff, 
d. i, 10,14°/o N. 
3. 0,164 g Substanz hinterlaft beim Gliihen 0,0580 g, d. i. 35,36%o Au. 


4. 0,1086 > > > > >» 0,0384 » » » 35,36%o >» 
5. 0.1774 » ? > > > 00,0626 » » » 35.29% » 
Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,,N,0., 2 HCl, AuCl, + !/2 H,O: 
N 10,02 °/o 10,14 °/o 
Au 35,24°/o 35,360, 35,36°/o, 35,29 °/o 
H,O 1,6 °%/o 2,0 °/o 


Das Salz schmilzt unscharf zwischen 105 und 115°. Wird 
es in gepulvertem Zustand lingere Zeit im Vakuum auf 70—80° 
erhitzt, so findet eine Braunung des urspriinglich goldgelben 
Pulvers statt. 


Rechts-Arginin-Goldchlorid. 


Dies Salz ist in Wasser etwas leichter léslich als die ent- 
sprechende Verbindung des inaktiven Arginins und unterscheidet 
sich von der letzteren durch seine Zusammensetzung und seinen 
Krystallwassergehalt. Seine Krystallform gleicht derjenigen des 
dl-Salzes. Es sintert bei 140° unter Braunung und schmilzt 
unscharf bei 160°. Das Krystallwasser geht im Vakuum schon 
bei gewohnlicher Temperatur, rascher beim Erwirmen auf 
40—45° verloren. 

Die Analysenwerte lassen auf folgende Zusammensetzung 
schliefen: 

C.H,,N,0,, 2 HCl, 2 AuCl, -+ 1/2 H,O. 
1. 0,5541 g lufttrockener Substanz verlieren bei mehrstiindigem Erwarmen 
im Vakuum auf 45° 0,0161 g, d. i. 2,9°/o H,0. 
2. 0.2429 g der wasserfreien Substanz gaben bei 12° und 767 mm Bar. 
13,6 ccm Stickstoff, d. 1. 6,68°/o Stickstoff. 
. 0,1434 g der wasserfreien Substanz hinterlassen beim Glihen 0,0666 g, 
entsprechend 46,4°0 Au. 


a) 
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4. 0,1741 g der wasserfreien Substanz hinterlassen beim Gliihen 0,0797 g, 
entsprechend 45,8 °/o Au. 

5. 0,102 g der wasserfreien Substanz hinterlassen beim Gliihen 0,0473 g, 
entsprechend 46,37 °/o Au. 


Berechnet fiir Gefunden: 
C,H,,N,0., 2 HCl, 2 AuCl, + 11/2 H,O: 

H,O 3,06 °/o 2,9 %/o. 
Berechnet fiir die wasserfreie Formel: 

N 6,55 °/o 6,68 °/o 

Au 46,1°/o 46,4°/0, 45,8°/o0, 46,37°/o- 


Sulfate des Arginins. 


Die Sulfate wurden zum Teil bei der Verarbeitung der oben 
erwahnten Mutterlaugen des Agmatins aus den Heringstestikeln, 
zum Teil auch aus reinem Argininnitrat und Carbonat gewonnen. 

Vom inaktiven Arginin lassen sich anscheinend zwei Salze 
darstellen, von denen aber nur das eine in einem fiir die 
Analyse geeigneten Zustande erhalten wurde. Wird die Losung 
der aus dem inaktiven Argininnitrat gewonnenen freien Base 
oder des Carbonats mit verdiinnter Schwefelséure neutralisiert 
und mit Methyl- oder Athylalkohol bis zur bleibenden Triibung 
versetzt, so scheidet sich eine 6lige Masse aus, die zu einem 
weifen kérnig-krystallinischen Pulver erstarrt, sobald die tiber- 
stehende Fliissigkeit durch wasserfreien Methylalkohol ersetzt 
und die Masse mit einem Glasstab ausgiebig geknetet wird. 
Beim Versuch, diesen Niederschlag abzusaugen, zerflieBt der- 
selbe zu einer Schmiere. Fiigt man nun aber zu der neuer- 
dings in Wasser gelésten Masse noch ebensoviel Schwefelsiiure 
hinzu, wie zur Neutralisation erforderlich war, und versetzt die 
Fliissigkeit abermals mit Methyl- oder Athylalkohol bis zum 
Auftreten kleiner Oltrépfehen, so erfolgt nach mehrstiindigem 
Stehen die Bildung harter Krystallkrusten des Disulfats, welches 
sich durch allmiéhlichen Zusatz von Alkohol jeweils bis zur 
beginnenden Triibung fast quantitativ krystallinisch zur Ab- 
scheidung bringen labt. 

Die Krystalle hatten, wie sich aus folgenden Analysen er- 
gibt, die Zusammensetzung C,H,,N,0,, H,SO, -+ H,0. 
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1. 0,1873 g Substanz gab 0,111 g BaSQ,, d. i. 33,94°%o H,SO,. 

2. 0,1583 » > >» O,128 » » » 33,98 °/o > 

3. 0,2161 » >» 0,1741 >» > » » 33,87 %0 > 

4, O,4475 » verlor bei 12stiindigem Erhitzen im Vakuum bei 


90° 0,0267 g, d. i, 5,96°/o H,0. 


Jerechnet fiir 


C,H,,N,0,, H,SO, + H,0: Gefunden: 
H,SO, 33,8°/o 33,94 °/o, 33,98°/o, 33,87%/o. 
H,O — 6,2 5,96 %o. 


Die Substanz veriindert sich beim Erhitzen auf 100°; ein 
scharfer Schmelzpunkt lieHB sich auch nach dem Trocknen im 
Vakuum nicht feststellen. 

Behandelt man Rechts-Arginin nach dem eben beschrie- 
benen Verfahren zur Darstellung des dl-Disulfats, so erhiilt 
man beim Durchkneten der Alkoholfillung mit wasserfreiem 
Athylalkohol ein weiBes, sehr zerflieBliches Krystallpulver, 
welches nicht analysiert worden ist. 





Untersuchungen iiber das Blut der Ascidien. 
I. Mitteilung. 
Die Vanadiumverbindung der Blutkorperchen. 
Von 


M. Henze. 





(Aus der chemisch-physiologischen Abteilung der Zoologischen Station in Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1911.) 





Uber das Blut der Ascidien existieren in chemischer Hin- 
sicht so gut wie keine Angaben, und doch glaube ich schon 
in dieser ersten Mitteilung zeigen zu kénnen, daf dasselbe 
auferordentlich viel Interessantes und von den gewohnten Ver- 
haltnissen Abweichendes bietet. 

Die nachstehenden Mitteilungen betreffen einstweilen aus- 
schlieBlich die im Mittelmeer ziemlich verbreitete, grofie Ascidien- 
form, die als Ascidia oder Phallusia mamillata bekannt ist, und 
deren Mantel z. Bb. auch das Material zum Nachweis des Vor- 
kommens rein pflanzlicher Cellulose im Tierreiche lieferte.') 

Die ersten Beobachtungen tiber die chemischen Eigen- 
schaften des Ascidienblutes stammen von Harless?) aus dem 
Jahre 1847. Harless behauptete, das anfangs farblose Blut 
der Phallusia farbe sich in wenigen Minuten an der Luft tief- 
blau, wiihrend es beim Durchleiten von Sauerstoff farblos bleibe. 
Umgekehrt kinne durch wenige Blasen Kohlensiiure Blau- 
fiirbung hervorgerufen werden, welcher Farbton wiederum durch 
die Einwirkung eines Sauerstoffstromes verschwinde. Alkohol 
oder Ather sollen sodann angeblich sofort wieder tiefes Blau 


‘) EK. Winterstein, Zur Kenntnis der Tiercellulose oder des Tunicins, 
Diese Zeitschrift, Bd. 18, S. 43. 

2) Harless, Uber das blaue Blut einiger wirbelloser Tiere und dessen 
Kupfergehalt, Miillers Archiv, 1847, S. 148. 
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erzeugen. Krukenberg!) bestitigte im allgemeinen diese An- 
gaben und zwar auch fiir einige andere Ascidienarten, obwohl 
er meint, dafi das durch Kohlensiéure blau gewordene Blut 
durch Sauerstoff nicht wieder vollstindig zu entfiirben sei. 
Auf einige weitere Notizen in bezug auf das Verhalten des 
Blutes gegentiber Siiuren und Alkalien, sowie auf die durch 
keine Experimente gestiitzten Spekulationen iiber die respira- 
torische Bedeutung, mit der obengenannte Farbeniinderungen 
verkniipft sein sollten, ist unnétig einzugehen. Diese Farben- 
iinderungen sind iiberhaupt nicht zu beobachten. Hierauf hat 
neuerdings bereits Winterstein?) hingewiesen, der dieselben 
ebenso wenig wie ich beobachten konnte. Winterstein zeigte 
dagegen unter Anwendung exakter Methoden, dafi dem Blute 
(Phallusia) kein spezifisches Sauerstoffbindungsvermégen zu- 
kommt, sich also augenscheinlich keine sauerstoffbindenden Pig- 
mente oder Eiweifik6érper im Blute finden, die etwa dem Hiimo- 
globin oder Hiimocyanin an die Seite zu stellen wiiren. Auf- 
gefallen war Winterstein der sehr geringe Kohlensiuregehalt 
(nur 0,25 °/o), wovon ich mich gleichfalls tiberzeugen konnte. Der 
Grund dafiir wird sofort verstiindlich, denn wie unten gezeigt 
werden wird, reagiert das Blut im Gegensatz zu allen bisherigen 
Erfahrungen stark sauer. 

Griffiths,*) der tiber das Vorkommen und die Isolierung 
eines «Achroglobins» mit Sauerstoff fixierenden Kigenschaften 
berichtet hat, wurde schon von Winterstein abgefertigt. Wie 
fast alle Angaben genannten Autors auf diesem Gebiete ist 





'! Krukenberg, Das Chromogen in den Blutkérperchen einiger 
Ascidien, vgl. Studien, I. Reihe, 5. Abteilung, S. 100. 

Weitere Beitrige zum Verstindnis und zur Geschichte der Blut- 
farbstoffe bei den wirbellosen Tieren, ibid., I. Reihe, 5. Abt., S. 49. 

Zur vergleichenden Physiologie der Lymphe, Hydro- und Hiimo- 
lymphe, ibid., II. Reihe, 1. Abt., S. 92. 

Die Pigmente, ibid., II. Reihe, 3. Abt., S. 48. 

*) H. Winterstein, Zur Kenntnis der Blutgase wirbelloser Tiere, 
Biochem. Zeitschrift, Bd. 29, S. 38¢. 


*) Griffiths, Sur la +-Achroglobine, nouvelle globine respiratoire, 
C, R. A. S., Bd. 115, S. 738. 
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auch dieses Achroglobin eine Erfindung. (Vgl. z. B. die zitierte 
Arbeit von Winterstein.) 


Eigene Beobachtungen. 


Das Blut der Phallusia gewinnt man am einfachsten, in- 
dem man an der Basis des vorher sauber gereinigten Tieres 
den Mantel vorsichtig abtriigt, wobei man auf die dort ver- 
laufenden Blutgefaibe und das Herz trifft. Letzteres wird be- 
hutsam angestochen, ohne den Verdauungstrakt zu verletzen. 
Dann tropft das Blut als farblose triibe Fliissigkeit aus und 
man gewinnt aus den groBeren Tieren bis zu 40 ccm und mehr. 

Von einer Gerinnung des Blutes ist nichts zu beobachten. 
Dagegen ballen sich die blutkérperchen leicht zusammen, wie 
eine mikroskopische Priifung sofort zeigt. Im Laufe der Zeit 
fiirben sich diese Flocken briiunlich und nach langerem Stehen 
griinlichblau, insbesondere die am Rande des Glasgefibes 
hiingen gebliebenen Fléckchen. Aufer den sehr kleinen Blut- 
kGrperchen, die bei mikroskopischer Betrachtung oft maulbeer- 
artige Formen zeigen und tibrigens auch histologisch noch 
wenlg untersucht sind, beobachtet man noch vereinzelte gelb- 
liche Pigmentzellen. 

Was als erstes in Erstaunen setzt, ist die Reaktion des 
Blutes. Dasselbe reagiert ausgesprochen sauer auf Lackmus, 
und jeder Einschnitt, den man in den von Blutgefében durch- 
zogenen Mantel des Tieres macht und mit einem Lackmuspapier 
betupft, farbt dasselbe deutlich rotlich. Viele andere Ascidien- 
arten, die ich in dieser Hinsicht priifte, zeigten das gleiche 
Verhalten. 

Durch Zentrifugieren senken sich die Blutkérperchen. 
Kine vorliufige Prtifung der osmotischen Verhaltnisse, d. h. 
Bestimmung der Gefrierpunktserniedrigung des Plasmas ergab 
eine vOllige Isotonie desselben mit dem duferen Milieu (Meer- 
wasser), in dem die Tiere leben. Es wurde gefunden: 

Plasma: A — 2,12 
Seewasser: A = — 2,07. 

Das Plasma ist schwach eiweibhaltig. Beim Zusatz von 

Alkohol und Erhitzen fallen EiweifSflocken aus. Nach einigen 
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quantitativen bBestimmungen betrigt der Eiweifgehalt nicht 
mehr als ungefiihr 0,2°/o. Dieser koagulierte Eiweifikérper 
zeigt die allgemeinen Proteinreaktionen (Millon-, Biuret- und 
Xanthoproteinreaktion). 

Einige Titrationen des vom Eiweif befreiten Plasmas mit 
Phenolphthalein als Indikator ergaben, dafi zur Neutralisation 
von 100 eem Serum ca. 5 ccm ®/10-NaOH und meist noch mehr 
notig waren. 

Ganz auferordentlich sauer reagieren die Blutkérperchen. 
Bringt man mit der Spitze eines Glasstabes eine Spur des 
Blutk6rperchenbreies auf ein Lackmuspapier, so hat man die 
Erscheinung, als habe man einen Tropfen starke Mineralsiure 
auffallen lassen. Folgende Angabe mag eine ungefiihre Vor- 
stellung von dem Siuregehalt geben. Verriihrt man die abzentri- 
fugierten BlutkOrperchen mit destilliertem Wasser und_ bringt 
sie dadurch zur Hydrolysation, so bendtigt die abzentrifugierte 
Fliissigkeit zu ihrer Neutralisation mindestens 5—6 cem ®/10- 
NaOH. Diese Angabe bezieht sich auf die Blutkérperchen aus 
ca. 40 cem Blut, das ist eine Menge, die gerade einen diinnen 
Belag am Boden des Zentrifugenglases bildet. 

Uber die Natur der Siiure vermag ich augenblicklich noch 
keine Angaben zu machen. Sie scheint (wenigstens zum Teil) mit 
Wasserdiimpfen iiberzugehen und diirfte organischer Natur sein. 

Wihrend nun das Plasma keine augenscheinlichen Ver- 
iinderungen zeigt, fiirben sich die Blutkérperchen im Laufe der 
Zeit gelblichgriin bis blau. Sie enthalten also eine leicht ver- 
iinderliche Substanz, die im folgenden als Chromogen bezeichnet 
werden moge. 


Das Chromogen der Blutkorperchen. 


Ich habe zuniichst folgenden Weg zur Isolierung dieses 
Chromogens eingeschlagen. Verriihrt man die abzentrifugierten 
Blutkorperchen mit destilliertem Wasser, so tritt das Chromogen 
aus und geht in Lésung. Im ersten Augenblick offenbar nur 
schwach gefiirbt, geht der Farbton dieser Lésung schon in 
wenigen Sekunden je nach der Konzentration in braun bis 
braunschwarz tiber. Ich konnte nicht beobachten, da diese 
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Fiirbung in einer Wasserstoff- oder Kohlensdureatmosphire 
verhindert wurde. Es handelt sich also nicht um einen sehr 
schnell verlaufenden Oxydationsvorgang. 

Die Losung wird zentrifugiert und durch Glaswolle filtriert. 
Sie ist schwach opalescent und reagiert stark sauer.!) Diese 
das native Chromogen enthaltende Loésung bleibt lange Zeit 
klar, ohne einen Farbenumschlag zu zeigen. Erst nach sehr 
langem Stehen, z. B. tiber Nacht, tritt Triibung und Abschei- 
dung blauer Flocken ein. 

Durch Aceton wird daraus ein zuniichst miffarbener, in 
kurzester Zeit aber in tiefblau tibergehender Farbstoff gefiallt. 
Alkohol allein wirkt nicht. Es erfolgt nur eine gelbbriiunliche 
Triibung, wohl aber schligt nachheriger Zusatz von Ather das 
tiefblaue Chromogen nieder. 

Kohlensiure oder Sauerstoff verursachen keine Veriinde- 
rung in der braunen Loésung. 

Durch Mittel, die offenbar nur den Sauregrad der Lisung 
herabsetzen, werden miffarbene spiiter in blaugriin und schlieB- 
lich in blau iibergehende Fallungen erzeugt. So geniigt schon der 
Zusatz von einigen Tropfen Leitungswasser, um teilweise Fiillungen 
eintreten zulassen, wahrend Verdiinnung mit destilliertem Wasser 
nichts andert. Eine Spur Natriumbicarbonat oder Natriumacetat 
wirken ebenso. Ebenso fiillt bei vorsichtigem Zusatz von 
n/io-NaOH ein gelbgriinlicher Niederschlag aus, der im Uber- 
schul in Lésung geht. Vorsichtige Zugabe von Siéure_bringt 
den Niederschlag wieder zuriick, noch weiterer Zusatz lost ihn 
wieder auf. Siittigung mit NaCl oder MgSO, erzeugt gelbbraun- 
liche flockige Ausfillung, desgleichen Ferrocyankalium. Pepton 
fiillt sofort. Der Niederschlag wird schnell blau. Alle diese 
letztgenannten Mittel fiillen, wie ich vermute, das Chromogen 
nur in unvollkommen reduziertem Zustande. 

Anders, wenn gewisse organische reduzierende (?) Sub- 
stanzen in Anwendung kommen. 

So erhiilt man prachtvolle, tief blauschwarze Ausfallungen 
durch Pyrrogallol, Brenzkatechin oder auch Tannin. Selbst der 


1) Zuriick bleiben die Stromata und wohl auch etwas von dem 
vielleicht durch Reduktionswirkung gefillten Farbstoff, cf. unten. 
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spurweise Gehalt einer Lisung an Chromogen 1labt sich mit 
genannten Substanzen noch deutlich nachweisen. Tannin und 
Pyrogallol scheinen schon in saurer Lisung zu wirken, wihrend 
bei Anwendung von Pyrogallol noch der Zusatz einer siiure- 
abstumpfenden Substanz notig ist; die Farbténe sind aber dann 
um so schdner. Auch mit dem frischen Blut treten diese 
Reaktionen ein und selbst im mikroskopischen Priiparat lassen 
sich die Blutkérperchen durch Pyrogallol fiirben. 


Der Vanadiumgehalt des Chromogens. 


Bisher wurde das blaue Chromogen stets durch Ausfiillung 
mittels Aceton aus der braunen wiisserigen Lisung des nativen 
Chromogens, wie man sie durch Hydrolyse der Blutkérperchen 
mit destilliertem Wasser erhiilt, dargestellt. Aceton schien mir 
das einfachste und wenigst eingreifende Mittel zu sein. Der Farb- 
stoff wurde zentrifugiert, mehrfach gut mit verdiinntem Alkohol 
gewaschen und auf einem gewogenen Filter gesammelt. 

Beim Veraschen dieses Chromogens und Abrauchen mit 
Salpetersiiure hinterbleibt nach dem Gliihen ein rotorange ge- 
fiirbter, geschmolzener Riickstand, der sich als Vanadinsiiure 
(Vd,O,) erwies. 

Diesen tiberraschenden Befund habe ich auf folgendem 
Wege sicherzustellen gesucht: 

Der Gliihriickstand lost sich in HCl oder HNO, mit gelber, 
eventuell ins Griine itibergehender Farbe. 

Die Reaktionen auf Fe (Rhodan- und Ferrocycankalium- 
reaktion), auf Mn (Oxydationsschmelze), Ni (Diacetyldioximreak- 
tion) waren absolut negativ. Diese Metalle kamen infolge der 
Firbung der zu priifenden Lésung zuerst in Frage. 

Bei der Priifung nach dem gewohnlichen analytischen 
Gang ergab sich folgendes: H,S in Lésung: Keine Fiillung, 
nur Ubergang der Farbe in griinlichblau. NH, bei Gegenwart 
von (NH,)Cl : nichts. (NH,),5: Braunfiirbung der Losung, keine 
Fallung. 

Da also die Reaktionen auf die bekannten Metalle samt- 
lich negativ ausfielen, konnte es sich nur noch um ein seltenes 
Element handeln. Vanadium kam infolge des eigentiimlichen 
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Farbenwechsels der Losungen in erster Linie in Betracht, und 
alle speziellen Reaktionen haben dies bestiitigt. 

Der mit HNO, abgerauchte Glihriickstand ist tief orange- 
braun, gliihbesténdig, schmelzbar (Vd,O.). Er lost sich in Séiuren 
zu stark gefiirbten Salzen, aber auch in Alkalien und Ammoniak 
zu vanadsauren Salzen, die farblos sind. Siuren firben die 
Lésungen der letzteren gelb und griingelb. 

Durch Zink werden die angesiéiuerten LOsungen reduziert, 
wobei die anfangs gelbe Farbe der Lésung in griin und blau 
(Dioxyd), spiiter in blaugriin (Sesquioxyd) und _ schlieflich in 
rein blau, sogenanntes lavendelblau (Oxydul) tibergeht. 

Die sauren Lésungen werden beim Kochen mit Oxalséure 
oder Weinsiiure usw. reduziert und blau. Wasserstoffsuperoxyd 
fiirbt saure Lisungen tief rot. Die Farbe geht nicht in Ather tiber. 

Eine andere sehr empfindliche und von Ellram?) ange- 
gebene Farbenreaktion tritt prompt ein. Gibt man néamlich 
Rhodankalium zu einer selbst Spuren enthaltenden Losung eines 
vanadsauren Salzes, so erhilt man bei vorsichtigem, tropfen- 
weisem Zusatz von konzentrierter Schwefelsiiure eine tief blaue 
Losung. 

Silbernitrat und Bleiacetat fillen gelbe Niederschlage. 

Besonders charakteristisch verhielt sich ferner eine kleine 
Menge der aus dem Chromogen erhaltenen Vanadsiure. Es 
gelang damit, eine grofe Quantitét salzsauren Anilins, dem etwas 
chlorsaures Kalium zugefiigt wurde, zu Anilinschwarz zu oxy- 
dieren. Die in einem kleinen Becherglase angesetzte Losung 
erstarrte in kurzer Zeit zu einem dicken Brei von Anilinschwarz. 

Auch mit Tannin gibt die mit Essigsaure angesiuerte 
Lisung eine schwarzblaue Fiillung (Berzelius). Prachtvolle tief- 
blaue Fiirbungen, resp. Fiillungen, erhilt man ferner mit Pyro- 
gallol und auch mit Brenzkatechin. In der Literatur fand sich 
dariiber keine Angabe. Es ist dies jedoch bemerkenswert, da, 
wie oben gezeigt wurde, dieselben Fiillungen auch mit dem 
nativen Chromogen eintreten. 


') W. Ellram, Uber einige neue Reaktionen von vanadinsauren 
Molybdiinsiiuren und Rhodanverbindungen, Sitzungsberichte der Dorpater 
Naturforschenden Gesellschaft, 1895, S. 281. 
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Alle diese Reaktionen lassen keinen Zweifel mehr, daB es 
sich tatsiichlich um Vanadium handelt. Das Chromogen in den 
Blutk6rperchen der Ascidien ist also eine Vanadiumverbindung. 
Sehr wahrscheinlich tritt das seltene Element darin in Form der 
Vanadinsiure auf, denn die Reaktionen mit Tannin, Pyrogallol 
und Brenzkatechin treten mit dem Chromogen genau so ein, 
wie mit der Vanadinsiure selbst. Weitere Spekulationen ohne 
experimentelle Unterlagen sind verfriiht, es ist aber infolge der 
Analogie der Vanadinsiiure mit der Phosphorsiure verfiihrerisch, 
an Verbindungen von der Konstitution der Nucleinsiiuren zu 
denken. Ich hoffe durch weitere Untersuchungen hier <Auf- 
schluB geben zu kOnnen. 

Fragt man sich nach der Bedeutung solcher Vanadver- 
bindungen in der Zelle, so liegt nichts niiher, als sich der stark 
katalytischen, speziell Sauerstoff tibertragenden Wirkung der 
Vanadinsiure zu erinnern. Im chemischen Laboratorium macht 
man ausgedehnten Gebrauch davon. Ich erinnere nur an die 
Entdeckung von Witz:!) Ein Teil Vanadinséure gentigt, um 
270000 Teile Anilin (bei KC1O,-Zusatz) in Anilinschwarz tiber- 
zuftihren. 

Da8B auch im chemischen Laboratorium der Zelle dieser 
Verbindung analoge Aufgaben zufallen, d. h. Oxydationen zu 
vermitteln, diirfte keine zu gewagte Vermutung sein. 

Eine, wenn auch mit wenig Material ausgefiihrte quan- 
titative Bestimmung des Vanadiumgehaltes des Chromogens er- 
gab einen Gehalt von tiber 15°/o Vd,O;. 

Zum Schluf sei erwihnt, daB es bisher auch bei einer 
anderen Ascidienart, nimlich Ascidia mentula, gelang, Vanadium 


nachzuweisen. 





!) G. Witz, Uber die industrielle Anwendung der Vanadinsiure in 
der Anilinschwarzfabrikation, C. R. A. §., Bd. 83, S. 
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Zur Frage der Verweildauer von Fliissigkeiten im Magen. 
Von 
Fr. Best und Otto Cohnheim. 





(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1911.) 


In dem eben erschienenen Heft dieser Zeitschrift wendet sich 
F. Meyer!) gegen eine Versuchsreihe, die wir im vorigen Jahre publi- 
ziert haben,?) indem er sich auf Versuche von Roeder*) und Meyer 
und Roeder‘) aus dem Bickelschen Laboratorium stiitzt. Deren Ver- 
suche waren so angestellt, daf{ die Experimentatoren verschiedene Fliissig- 
keiten Hunden zu saufen gaben, oder mit der Sonde eingossen, und an 
der im iibrigen geschlossenen Duodenalfistel durch Probeentnahmen fest- 
stellten, wie lange es dauerte, bis der Magen leer wurde. Wir sind so 
vorgegangen, dafs wir Hunden mit einer Magenfistel Fliissigkeiten durch 
die Fistel eingossen, nach 10 Minuten die Magenfistel 6ffneten und be- 
stimmten, wieviel noch im Magen vorhanden war. Auferdem waren 
die Hunde dsophagotomiert und bekamen immer eine ihnen angenehme 
Fliissigkeit zu saufen, sodafs die psychische Motilitaét erhalten und keine 
psychischen Hemmungen gesetzt wurden, gleichgiiltig, welche Fliissig- 
keiten im Magen waren. 

Die nach beiden Methoden erhaltenen Resultate stimmen nun 
nicht iiberein. Meyer erklairt den Unterschied dadurch, daf in seinen 
und Roeders Versuchen der sogen. Pylorusreflex erhalten gewesen sei, 
in unseren nicht. Diese Annahme erscheint uns unverstandlich und 
mufs auf einem Mifiverstindnis unserer Angaben beruhen. Denn bei 
unseren Versuchen hatte das Versuchstier gar keine Duodenalfistel, und 
die Magenfistel war wiahrend der ganzen Versuchsdauer geschlossen, 
Magen und Darm also im intakten Zusammenhang, sodafs selbstverstand- 
lich alle erregenden und hemmenden Einwirkungen, die von irgendwoher 
den Magen treffen kénnen, erhalten waren. Der Unterschied beruht viel- 
mehr darauf, dass Roeder und Meyer die Zeit gemessen haben, bis 





') F. Meyer, Diese Zeitschrift, Bd. 71, S. 466 (1911). 

2) F. Best und O, Cohnhein, ibid., Bd. 69, S. 117 (1910). 

%) H. Roeder, Archiv f. Kinderheilkunde, Bd. 50, S. 399 (1909). 
‘) F. Meyer und H. Roeder, Berliner Klin. Wochenschr., 1910, 


[, 3. Bi. 
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die letzten Tropfen den Magen verlassen hatten, wahrend wir nur die 
ersten 10 Minuten nach der Flissigkeitszufuhr beriicksichtigt haben. Wir 
haben diese zeitliche Beschrinkung allerdings seinerzeit nicht besonders be- 
griindet. Der Grund fiir unser Vorgehen, und damit fiir die Abweichung 
unserer Resultate von denen anderer, liegt in dem zeitlichen Verhalten 
der Magenentleerung. Der Magen treibt namlich, gleichgiiltig ob er mit 
Fliissigkeit oder mit Speisen gefiillt ist, seinen Inhalt zuniichst rasch und 
gleichmafig aus, bis nur ein kleiner Rest tbrig ist, dessen Ausstofung 
aber zieht sich lange hin. Wollte man die Magenentleerung graphisch 
darstellen, so erhielte man eine Kurve, die sich der Abszissenachse 
asymptotisch nahert. Dies eigentiimliche «Verlaufen» der Magenentleerung 
mufte bereits nach Pawlows Sekretionskurven angenommen werden, 
und ist seitdem an der Duodenalfistel von Tobler,') Cohnheim®) und 
Cohnheim und Dreyfus*) wiederholt eingehend geschildert worden. 
Diese ganze Zeit ist von Roeder und Meyer mitgemessen worden, und 
sie haben dabei nicht bedacht, daf’ waihrend der langen Zeit ihrer Ver- 
suche die im Magen enthaltene Fliissigkeit sich erheblich verinderte. 
Quincke*) hat in seiner bekannten Untersuchung an einer menschlichen 
Magenfistel gezeigt, dafs selbst sehr heiffe oder sehr kalte Fliissigkeiten 
sich im Magen recht bald der Kérpertemperatur nihern, und Otto®) 
hat am Hunde beobachtet, dafs hypo- und hypertonische Salzlésungen 
im Magen sich der Isotonie naihern. Man untersucht also nur in der 
ersten Zeit nach der Magenfiillung, wie das, was man in den Magen 
eingefiihrt hat, auf ihn wirkt. Spater miissen sich die Unterschiede ver- 
wischen, und fiir die Physiologie des Magens sind daher nur kurz- 
dauernde Experimente von Interesse. Das gilt aber auch fiir die Ein- 
wirkung auf die anderen Verdauungsorgane oder den Gesamtorganismus. 
In physiologischer oder klinischer Beziehung kann es von erheblichem 
Interesse sein, zu wissen, in welcher Zeit und mit welcher Geschwindig- 
keit die Hauptmasse eines Getrinkes oder eines Mineralwassers den 
Magen verlafit; wie lange es sich hinzieht, bis sich die letzten wenigen 
Kubikzentimeter verlaufen haben, wird in der Regel bedeutungslos sein. 





') L. Tobler, Diese Zeitschrift, Bd. 45, S. 185 (1905). 

2) O. Cohnheim, Miinch. Med. Wochenschr., 1907, II, S. 2581. — 
Vorlesungen tiber Verdauung und Ernahrung, S. 95. 

3) O. Cohnheim und G. L. Dreyfus, Diese Zeitschrift, Bd. 58, 
S. 50 (1908). 

4) H. Quincke, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 25, S. 375 (1889). 

5) G. Otto, ibid., S. 52, S. 370 (1905). 
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Notiz zu der Arbeit von F. Knoop: «Uber den physiologischen 
Abbau der Sauren und die Synthese einer Aminosdure im 
Tierkorper.» *) 

Von 
D. Ackermann. 





(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1911.) 


In seiner obengenannten Arbeit macht F. Knoop darauf aufmerksam, 
dafi der Beweis fiir die a-Stellung der Aminogruppe im Histidinmolekiil 
bereits von ihm durch Gewinnung der Imidazolessigsaure aus Oxydesamido- 
histidin erbracht sei, nicht aber erst von mir, als ich das f-Imidazolyl- 
athylamin auf bakteriellem Wege aus Histidin darstellte.*) Ich kann Herrn 
Knoop hierin nur vollig recht geben und bedaure sehr, daf mir bei der 
Abfassung meines Manuskriptes die betreffende Arbeit nicht erinnerlich war. 





') Diese Zeitschrift, Bd 67, S. 489. 
2) Ebenda, Bd. 63, S. 510. 








Nachtrag zur 
«Anwendbarkeit der Estermethode bei Stoffwechselversuchen>». 
Von 


B. O. Pribram. 





(Der Redaktion zugegangen am 22, Mai 1911.) 


Zu der in dieser Zeitschrift, Bd. 71, S. 472 verdffentlichten Mit- 
teilung méchte ich noch folgendes hinzufiigen. Es wurde gesagt, daf die 
Resultate des Fermentnachweises mit Hilfe von Polypeptiden infolge der 
geschilderten Fehlerquelle eine Unsicherheit enthalten. Dies trifft fiir den 
Fall zu, daf’ man sich auf den Nachweis der entstandenen Aminosiuren 
beschrinkt; kann man dagegen bei Verwendung von racemischen Poly- 
peptiden eine aufgetretene Drehung des Polypeptidrestes nachweisen, wie 
dies Abderhalden getan hat, so kann die Spaltung nur durch Fermente 
hervorgerufen sein. Als beweisend fiir das Vorhandensein von Fermenten 
kann also nur der Nachweis einer asymmetrischen Spaltung gelten. 

Der blofe Nachweis von Aminosiuren durch Veresterung .kann 
wegen der Gefahr einer Spaltung hierbei nicht geniigen. 

Nach seinen letzten Erfahrungen ist Abderhalden der Ansicht, 
dafs auch bei Eiskiihlung eine Veresterung zu erzielen sei, wenn diese 
oft genug wiederholt wird. Auf diese Weise wire die Mdéglichkeit eines 
Reduzierens der Gefahr einer alkoholytischen Spaltung beim Aminosaure- 
nachweis im Darmkanal gegeben. 














Zur Geschichte der Jodgorgosaure. 
Von 


M. Henze. 





(Aus dem chemisch-physiologischen Laboratorium der zoologischen Station zu Neapel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Mai 1911.) 


Im 29. Band der Biochemischen Zeitschrift, S. 417, beschweren 
sich Wheeler und Mendel gegeniiber Neuberg, dafs er in einer Publi- 
kation die Geschichte der Jodgorgoséure zu ihren Ungunsten dargestellt 
habe. Sie schreiben: 

«Bei der grofen Wichtigkeit der Jodgorgosiure méchten wir be- 
tonen, dafi sie zuerst von Wheeler und‘Jamieson als Dijodtyrosin im 
Jahre 1905 erkannt ist und nicht von Henze, wie Neuberg meint. Die 
Stellung der Jodatome in der Verbindung wurde von Wheeler und 
Johns bestimmt. Der Beitrag von Henze zu dieser Fiage bestand ledig- 
lich in dem Vergleich des natiirlichen und synthetischen Produktes und 
dem Hinweise, daf die Jodgorgosiure die inaktive Form und nicht die 
links- oder rechtsdrehende Modifikation sei.» 

Dieser Passus zwingt mich geradezu, auch ein Wort mit zu reden. 

Nachdem Drechsel zuerst die Aufmerksamkeit auf jene mit dem 
Namen Jodgorgosidure belegte krystallisierte Jodverbindung gelenkt hatte, 
die aus dem Gorgonin stammte, wurde spiterhin von verschiedener 
Seite (Oswald, Hundshagen) und speziell auch von einem Mitarbeiter 
Wheelers, Mendel, im Gorgonin nach Jener Jodgorgoséiure gesucht, 
jedoch ohne positives Resultat. Nach diesen Mifserfolgen habe ich zuerst 
wieder die Existenz der Verbindung nachgewiesen und eine detaillierte 
Beschreibung ihrer Darstellung gegeben. Neben einer, wenn auch unvoll- 
stindigen Analyse wurde gezeigt, dafs die Jodgorgoséiure nicht die Kon- 
stitution einer Jodaminobuttersiure haben konnte, wie Drechsel ver- 
mutet hatte, vielmehr habe ich klar ausgesprochen, dafs es sich um eine 
aromatische, hédchstwahrscheinlich den Tyrosinkomplex enthaltende Ver- 
bindung handeln diirfte, worauf auch meine Jodbestimmung annihernd 
stimmte. Des weiteren habe ich in jener Arbeit gesagt, dafi ich zunichst 
versuchen wiirde, das Jod in der Jodgorgosaéure durch Wasserstoff zu 
ersetzen, um eventuell zum: Tyrosin, resp. zu einer die Millonsche 
Reaktion gebenden Substanz zu gelangen.') Infolge der sehr schwierigen 





1) Bekanntlich liefern halogenisierte Tyrosine keine Millonsche 
Reaktion. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXXII. 33 
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Materialbeschaffung (cf. meine Arbeit) mufte die Fortsetzung der Unter- 
suchung dann geraume Zeit ruhen. 

Nach dieser Publikation erschien eine Arbeit von Wheeler und 
Jamieson, in der sie eine Darstellung des noch nicht in der Literatur 
angefiihrten Dijodtyrosins, speziell des 1-Dijodtyrosins beschrieben, zugleich 
aber auch behaupteten, diese Verbindung sei identisch mit meiner Jod- 
gorgosdure und seine Konstitution damit erwiesen. 

Mit welchem Recht? Wheeler und Jamieson hatten zu jener 
Zeit wirkliche Jodgorgosdure tiberhaupt nicht in den Hiainden gehabt, die 
ihnen als Vergleichsmaterial dienen konnte; einzig meine Angaben waren 
ihnen bekannt. 

Mein Erstaunen wuchs aber noch mehr, als ich das Wheelersche 
Jodtyrosin mit meiner Jodgorgosiure verglich. Es hatte in Krystallform, 
Léslichkeit und vor allem auch infolge seiner Zersetzlichkeit absolut keine 
Ahnlichkeit mit der wahren Jodgorgosiure, weshalb ich anfangs iiber- 
haupt an der Moéglichkeit, es kénne sich um ein einfaches jodiertes Tyrosin 
handeln, zu zweifeln begann.') Trotzdem gelang es in der gleichen Arbeit, 
die vollige Indentitét der Jodgorgosiiure mit dem i-Dijodtyrosin zu er- 
bringen. Erstaunt hat auch mich (das sei nebenbei bemerkt) die grofe 
Differenz zwischen der l- und i-Form des Dijodtyrosins. 

Die Sachlage ist also folgende: Das Verdienst von Wheeler und 
Jamieson besteht darin, gezeigt zu haben, daf’ Tyrosin nach einer ge- 
brauchlichen Jodierungsmethode in Dijodtyrosin tibergeht.*) An der Er- 
kenntnis jedoch, dafi die Drechselsche Jodgorgoséure mit dem i-Dijod- 
tyrosin, welches Wheeler und Jamieson damals tiberhaupt nicht be- 
schrieben haben, identisch ist, mit anderen Worten, seine Konstitution 
erkannt zu haben, glaube ich, ohne unbescheiden zu sein, Anteil zu haben. 
Ich erkenne ohne weiteres an, dai Wheeler und Jamiesons Arbeit 
von Nutzen fiir die definitive Aufklérung der Konstitution der Jodgorgo- 
siiure gewesen ist, keineswegs aber rechtfertigt sie eine Anmafung, 
wie sie sich in ihren eingangs wortlich wiedergegebenen Worten ausspricht. 


1) Vgl. meine Arbeit: Diese Zeitschrift, Bd. 51, S. 64. 
2) Wheeler und Johns haben neuerdings die Stellung der Jod- 
atome in der Verbindung genau festgestellt. 
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